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Resumen

El cancer cervicouterino es un problema de salud publica pues es el tercer tipo de
cancer con mayor prevalencia en México y la segunda causa de muerte de las mujeres
del pais. Los estudios epidemiologicos han establecido la infeccion del virus del
papiloma humano (VPH) como la causa principal de cancer invasivo de cuello uterino y
sus lesiones precursoras. Las terapias actuales han sido benéficas para el decremento de
esta enfermedad, sin embargo, se caracterizan por ser costosas, tener efectos
secundarios graves y en muchos casos los tumores generan resistencia a los farmacos.
Es por ello que se genera la necesidad de seguir buscando nuevas opciones terapéuticas.
El desarrollo de agentes anticancerosos basados en metales ha atraido una atencion
creciente en la investigacion, basicamente en un intento de reducir los efectos
secundarios. Es por ello que en el presente estudio se evalu6 la actividad
antiproliferativa y citotoxica de compuestos organometalicos con estafio en cultivos de
lineas celulares HeLa, CaSki y ViBo , los CI50 obtenidos bajo la técnica de insercion
de cristal violeta fueron 0.68, 2.36,2.53,0.71 ng/ml para la linea CaSki,
0.51,0.27,12.78,11.14 pg/ml en HeLa, y por ultimo 10.84, 8.85,10.30 y 8.99 ng/ml para
ViBo. En lineas no tumorales la actividad antiproliferativa se dedujo por marcaje con
carboxifluoresceina donde se encontrd6 que también se reduce pero no de manera
significativa. El nivel de citotoxicidad medido a través de la liberacion de la enzima
lactato deshidrogena de los 4 compuestos fue insignificante en lineas tumorales, no asi
en linfocitos donde los niveles obtenidos hablan de la falta de selectividad de estos
compuestos. Los efectos de citotoxicidad obtenidos demuestran una relacion de las
estructuras con su actividad biologica. De los cuatro disefios generados para estas
moléculas solo el grupo funcional fenilamino cumpli6 el objetivo de la creacion de
estos compuestos pues pudo reducir el efecto citotoxico, sin embargo es dependiente de
la concentracion. Se descarta la posibilidad de seguir estudiando estos estudios pues se

les considera poco selectivos y altamente citotoxicos.



Introduccion

Las células son sistemas con una estructura sofisticada que desarrollan diversos
procesos, esto implica que en ellas debe coordinarse un enorme niimero de actividades; por
ello no debe sorprender que ocasionalmente se produzcan errores (Wayne et al. 2006). Un
claro ejemplo que se produce como consecuencia de una funcién celular anormal es el
cancer. El cancer es una enfermedad multifactorial la cual contiene diversas anomalias
fenotipicas (Alberts et al. 2006) y es una de las principales causas de muerte en el mundo.
En 2012 se produjeron un aproximado de 14.1 millones de nuevos casos de cancer y 8.2
millones de muertes relacionadas con el cancer (GLOBOCAN, 2012). En el ambito
nacional, para 2011 el cancer represento la tercera causa de muerte entre las mujeres con
35,303 defunciones (15.4%), mientras en los hombres fue la cuarta causa con 33,509
muertes (11.8%). Existen mas de 200 tipos diferentes de cancer (NCI, 2011). Cada uno de
ellos posee caracteristicas particulares, que en algunos casos son completamente diferentes
al resto de los otros canceres, pudiendo considerarse enfermedades independientes, con sus
causas, su evolucion y su tratamiento especifico, la mayor parte de éstos toma el nombre
del organo de origen. Uno de ellos es el Cancer Cervicouterino (CaCu) que representa un
problema de salud publica, ya que es el tercer cancer mas comiunmente diagnosticado y la
cuarta causa de muerte por cancer en las mujeres en el mundo, representando el 9%
(529,800) del total de nuevos casos de cancer y un 8% (275,100) del total de muertes por
cancer entre las mujeres en 2008 (Sanchez-Barrientos, 2012). La presencia de tumores
malignos en el cuello del utero, es el tercer tipo de cdncer con mayor prevalencia en
México. Segun el INEGI, el porcentaje mas alto de prevalencia en este tipo de
padecimiento se concentra en la poblacion de entre 45 a 49 anos, que representa el 15.1%
de las pacientes con tumores malignos. Las mujeres de entre 40 y 44 afios y las de 50 a 54
afos alcanzan una proporcion de 14% y 13.2% respectivamente (SPPS, 2013). Los
estudios epidemioldgicos han establecido la infeccion del virus del papiloma humano
(VPH) como la causa central de cancer invasivo de cuello uterino (ICC) y sus lesiones
precursoras. Las terapias actuales han sido benéficas para el decremento de esta
enfermedad, sin embargo, se caracterizan por ser costosas, tener efectos secundarios graves

y en muchos casos los tumores generan resistencia a los farmacos. Es por todo esto, que se



genera la necesidad de seguir buscando nuevas opciones para el tratamiento del céancer,
dentro del quehacer investigativo. El desarrollo de agentes anticancerosos basados en
metales se inicid6 con el complejo de coordinacion cis-diclorodiaminoplatino (II),
clinicamente conocido como cisplatino (Abramkin et al. 2010; Jungwirth et al. 2012; Beck
y Brubaker, 1973). La busqueda de nuevos compuestos contra el cancer basados en metales
se ha centrado en los complejos antes mencionados, sin embargo algunos otros metales han
atraido una atencion creciente en la investigacion, basicamente en un intento de reducir los

efectos secundarios.
Marco Teérico.
La célula

La célula es la unidad estructural y funcional basica de los seres vivos. De modo que
los procesos que asociamos a los organismos tienen su origen en ella. Es el vehiculo para la
informacidn hereditaria que define las especies, la célula incluye la maquinaria para
recolectar materias primas del medio ambiente, y para construir fuera de ellos una nueva
célula en su propia imagen con una nueva copia de la informacién hereditaria. Todas las
células comparten ciertas caracteristicas estructurales ademds de que estdn compuestas por
los mismos tipos de moléculas (moléculas pequefias, incluyendo azucares simples,
nucledtidos y aminodcidos, asi como otras sustancias que son universalmente necesarios
para la formacion de macromoléculas y su sintesis) que participan en los mecanismos
basicos para el metabolismo energético (Alberts et al. 2006). En organismos pluricelulares
mas complejos, se guarda una estrecha interrelacién entre si, organizandose en una
estructura jerarquizada que funciona de manera coordinada, con diferentes células
especializadas para desarrollar funciones particulares y colaborando para mantener un
estado de homeostasis en donde las condiciones de un ambiente relativamente constante

son sostenidas para la sobrevivencia (Cooper & Hausman, 2011).



Ciclo celular

La tnica manera de hacer una nueva célula es duplicar una célula ya existente. Todos
los organismos vivos, desde las bacterias unicelulares a los mamiferos pluricelulares, son
producto de las reiteradas rondas de crecimiento y division celular. Las etapas a través de
las cuales una célula pasa desde una division celular a la siguiente constituyen el ciclo
celular; que permiten a una célula transmitir su informacion genética a la siguiente
generacion de células. Los detalles del ciclo celular varian de un organismo a otro. Aun asi

existen ciertas caracteristicas que son universales (Alberts et al. 2006).

El ciclo de la division de la mayoria de las células consiste en cuatro procesos
coordinados: crecimiento celular, replicacion del ADN, distribucion de los cromosomas
duplicados a las células hijas y division celular (Cooper & Hausman, 2011). Que con base a
las actividades celulares visibles con un microscopio optico el ciclo celular puede dividirse
en dos fases principales: la fase M y la Interfase. La fase M incluye: (1) el proceso de
mitosis y la citocinesis, en la que toda la célula se divide en dos células hijas. La Interfase,
el periodo entre las divisiones celulares, es un intervalo donde la célula crece y efectua
diversas actividades metabolicas, también proporcionan tiempo a la célula para controlar el
ambiente interno y externo para asegurarse de que las condiciones son adecuadas y los
preparativos estan completos antes de que la célula se comprometa a los principales
trastornos de la fase S y la mitosis, se incluyen la fase G1 (Gap 1), que corresponde al
intervalo entre la mitosis y el comienzo de la replicacion del ADN, la célula es
metabolicamente activa y esta creciendo, pero no se replica su ADN. Seguidamente tiene
lugar la fase S (sintesis), durante la que se produce la replicacion del ADN y es también el
periodo en el que la célula sintetiza las histonas adicionales que se necesitaran cuando la
célula duplique el namero de nucleosomas en sus cromosomas. Tras finalizar la sintesis del
ADN se produce la fase G2 (Gap 2), durante la que prosigue el crecimiento de la célula y
en la que se sintetizan proteinas en preparacion para la mitosis (Cooper & Hausman, 2011,
Karp, 2014). Mientras que la fase M suele durar solo alrededor de 1h en las células de
mamiferos, la interfase puede extenderse por dias, semanas o mas tiempo, segun el tipo

celular y las condiciones imperantes (Karp, 2014). (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de las fases del ciclo celular (Fuente: alasbimn Journal, Colmenter,

2011)

Después de la fase M las células hijas pueden entonces entrar en GO (en esta fase no hay
division celular pero no se interrumpen los eventos metabdlicos generales de la célula) o
volver a entrar al ciclo cuando hay necesidad de crecimiento y reparacion. En la mayoria de
los tejidos de un organismo solo una pequefia porcion de células esta en ciclo celular,
siendo la mayoria células en GO, Las células en GO pueden permanecer durante dias,
semanas o afios antes de proliferar pues conservan la capacidad de reiniciar el ciclo y

repoblar un tejido o en ocasiones nunca mas dividirse (Burgués et al, 2005).

Regulacion del ciclo celular.

El sistema de control central del ciclo celular que es un dispositivo bioquimico que
actiia ciclicamente, compuesto por un conjunto de proteinas interactivas y dependientes
entre si que induce y coordina los procesos que duplican y dividen los contenidos de la
célula. Durante un ciclo celular tipico, el sistema de control esta regulado por unos factores
de retraso que pueden parar el ciclo en unos puntos de control determinados. En ellos
existen sefales de retroalimentacion que pueden retrasar el propio sistema de control,
evitando que se desencadene el proceso siguiente sin que el anterior haya terminado

adecuadamente (Fink et al. 2005).



De entre estas proteinas se destacan las enzimas de accion fosforilante denominadas
cinasas dependientes de ciclinas (CDK 1, 2, 4 y 6) (Kim & Zhao, 2005). Entre las
moléculas que estdn vinculadas a la actividad de las CDK se encuentran otras cinasas
(CDK7, Weel, Mytl), fosfatasas (cdc25A, B y C), proteinas inhibidoras (CKIs) y sus
coenzimas las ciclinas. El ensamblaje ciclico entre ciclinas y CDK, su activacion y
desensamblaje son los procesos centrales que dirigen el ciclo celular (Mesa et al. 2003).
Existen dos clases de ciclinas: las ciclinas mitoticas, las cuales se unen a las CDK durante
G2, y forman el Factor Promotor de Mitosis (FPM), el cual induce a la célula a entrar en
mitosis; la segunda clase son las ciclinas G1, las cuales se unen a las CDK durante G1 e
inducen el paso de Gl a fase S. Las ciclinas estdn sujetas a una regulacion por
retroalimentacion negativa, excepto la ciclina D, quien es expresada mientras se mantenga
el estimulo mitdgenico, aunque esto no implica que no tenga que ser degradada (Quezada,
2007).

Los inhibidores de las CDK son proteinas supresoras de tumor que bloquean la
actividad de los complejos CDK/ciclinas e impiden la progresion de fases especificas del
Ciclo. Dos familias de inhibidores de CDK han sido descritas. La familia INK4 (inhibidor
de cinasa 4) se compone de las proteinas pl5, pl16, pl8 y p19, todas ellas interactian con
las CDK 4 ocasionandoles un cambio conformacional que impide su unioén con la ciclina
D. La familia CIP (proteinas inhibidoras de CDK) incluye a las proteinas p21, p27 y p57,
que bloquean a las ciclinas A, By E yalas CDK 1y 2 o a los complejos ya formados por
estas (Kim y Zhao, 2005). p53 es otra proteina importante, es un factor de transcripcion
cuya actividad estd involucrada en multiples procesos celulares (arresto del CC, apoptosis,
diferenciacion celular, etc.). Se dice que esta proteina estd ubicada en el centro de las vias
de respuesta al estrés, activandose (por modificaciones post traduccionales) cuando existe

dafio al ADN, hipoxia, activacion de oncogenes, entre otras sefiales.
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Figura 2. Regulacion del ciclo celular. Se muestra la progresion vinculada de la proteina Rb dentro de la fase
G1 del ciclo con los factores de transcripcion E2F. Con el fin de entrar en la fase S, las células deben activar
secuencialmente CDK4 / 6 y CDK2. Estas cinasas se expresan a través del ciclo celular, pero sélo se activan
tras la formacion de complejo con sus correspondientes ciclinas. Durante la fase G1 temprana, sefiales
mitogénicas desencadenan la activacion del complejo D CDK4 / 6-ciclina, que desactiva parcialmente por la
fosforilacion de Rb. Los Factores E2F posteriormente liberados median la expresion de genes proliferativos
incluyendo ciclina E y Cdc25A. Esto transfiere a la celula mas alla del punto de restriccion (R), que
compromete a la entrada de la fase S. La activacion del complejo CDK2-ciclina E resulta en la
hiperfosforilacion de Rb y la liberacion completamente a E2F. La expresion de otros genes E2F, como la
ciclina A, facilitan la progresion a través de la fase S. Los Inhibidores incluidos los miembros de las familias
INK4 y Cip / Kip, inhiben la accion mitogénica de las CDK. ARF, p53 y pueden bloquear la progresion del
ciclo celular a de : través de p21Cipl.(Fuente: Nature, 2015)

Esta regulacion tan organizada permite entender que cada proceso se da en un momento
especial y eficiente, por ejemplo, en el cuerpo humano, donde se regeneran constantemente
los epitelios (como los de cavidades intestinales), asi como células sanguineas (eritrocitos y
leucocitos); e incluso, algunas células pueden accionar su ciclo como mecanismo de

defensa (los hepatocitos en la regeneracion del higado); todo ello para mantener no solo la



integridad sino también las funciones biologicas adecuadas del organismo frente a las

condiciones que le impone el ambiente (Lopez-Casillas, 2002).

Muerte Celular.

El desarrollo de los organismos multicelulares implica no so6lo la proliferacion y
diferenciacion celular, sino también la muerte celular que puede considerarse como un
mecanismo adaptativo, cuando el organismo ya no requiere de cierto tipo celular o como
mecanismo de defensa en caso de que otros puntos no pudieran corregir algun error. Es un
proceso fundamental para mantener la homeostasis de cualquier organismo. En los
organismos adultos, la muerte celular debe estar equilibrada con la renovacion celular, y la
mayoria de los tejidos contienen células madre que son capaces de reemplazar las células
que se han perdido. Las anomalias de la muerte celular estan asociadas con una amplia
variedad de patologias, incluyendo el cancer, las patologias autoinmunes y los trastornos
neurodegenerativos, como la enfermedad de Parkinson o la de Alzheimer. Existen
diferentes tipos de muerte celular, siendo los mds importantes necrosis y apoptosis, estos
dos tipos de muerte presentan diferencias basadas en su morfologia y bioquimica (Diaz et

al. 2005).
Apoptosis

A pesar de que las células pueden morir como resultado de eventos traumaticos
impredecibles, como la exposicion a agentes quimicos, toxicos, la mayoria de las muertes
celulares en los organismos multicelulares ocurren como consecuencia de un proceso
fisiologico normal de muerte celular programada, la apoptosis, que juega un papel clave

tanto en el desarrollo embrionario y en tejidos adultos.

Uno de los primeros cambios morfologicos que presentan las células que inician este
proceso de muerte, consiste en la condensacion del citoplasma y la reduccion del volumen
celular, acompanada de los cambios en la estructura del nucleo, la cromatina se condensa y
forma ciimulos densos adosados a la membrana nuclear, esto es seguido de la formacion de
protuciones de la membrana nuclear y termina con la fragmentacion del nucleo en

estructuras membranosas con cantidades variables de cromatina (Caballero, 2002). De

8



manera analoga, la membrana celular se fragmenta formando racimos de vesiculas de
tamafio variable que contienen organulos intactos que no se fusionan con lisosomas, a estas
vesiculas se les denomina cuerpos apoptoticos (Adams et al, 2007). In vitro los cuerpos
apoptoticos terminan por desintegrarse, pero in Vivo, éstos son rapidamente fagocitados por
células vecinas, en un proceso en el que participan antigenos de superficie como la
fosfatidilserina que solo en estas circunstancias se presenta en la lamina externa de la
membrana celular de los cuerpos apoptoticos (Fink et al, 2005) por lo tanto una de las
consecuencias fisiologicas mas relevantes de la muerte por apoptosis, es que no se libera
material intracelular al medio intersticial, este tipo de muerte esta restringida a células
individuales y nunca resulta en la muerte de células vecinas, en las que no se haya activado

el programa de muerte (Amaravadi et al. 2007).

La apoptosis puede ocurrir por diferentes vias, las mas ampliamente estudiadas son dos;
la via extrinseca y la via intrinseca, en la primera se encuentra implicado un receptor de
muerte y la segunda se encuentra mediada por la mitocondria, pero ambas causan una
activacion de ciertas proteinas que intervienen en la apoptosis, estas incluyen , las
proapoptoticas, como las caspasas, enzimas inductoras y efectoras asi como el factor
activador de proteinas apoptoticas , también proteinas antiapoptoticas de la familia BcL2.

(Baynes et al. 2008).
Necrosis

En la necrosis hay ganancia de volumen celular (oncosis), ruptura de la membrana
plasmatica y salida del material intracelular. Desde el punto de vista morfologico se la ha
definido como el espectro de cambios post mortem en un tejido por la accion progresiva de
enzimas propias de las estructuras lesionadas (Buja et al. 1993). Durante la necrosis los
organulos se hinchan y el volumen celular aumenta considerablemente. Estos cambios han
sido asociados con alteraciones en el control osmdtico, que resulta de una deplecion de
ATP y la consecuente disfuncion de los transportadores idnicos de membrana. Todo esto
lleva a una pérdida del potencial de membrana. Finalmente, las membranas de los
organelos celulares se fisuran y se pierde la integridad de la membrana celular, permitiendo
que el contenido citoplasmatico se vacie al espacio intersticial exponiendo un gran niimero

de antigenos, que el sistema inmune reconoce como ajenos y frente a los cuales, reacciona

9



tratando de eliminarlos; durante este proceso se activan varios componentes celulares del
sistema inmune, como los macrdéfagos y los neutréfilos que liberan H,0, dafiando a
cualquier célula con la que entran en contacto. El resultado es la destrucciéon de muchas
células del tejido circundante. La muerte por necrosis generalmente va acompafiada de una
respuesta inflamatoria seguida de un proceso de cicatrizacion que en ocasiones se asocia al

desarrollo de fibrosis (Goémez y Zentella, 1998).

Cancer

Las células sanas no se dividen a menos que sean estimuladas para hacerlo a través de
la maquinaria homeostatica del cuerpo; tampoco sobreviven cuando incurren en un dafo
irreparable; ni se separan de un tejido para empezar colonias nuevas en otro sitio del
cuerpo, cuando estas influencias reguladoras que protegen al cuerpo del caos y la
autodestruccion se descomponen, la célula antes sana se vuelve en una cancerosa que
ignora las sefiales que inhiben el crecimiento, se encuentran exentas a los mecanismo de
autodestruccion lo que resulta en una serie de mecanismo dafiados que van atrofiando al
organismo y sus funciones basicas de sobrevivencia (Karp, 2014). El cancer es un proceso
multifactorial, en el cual intervienen factores biologicos, quimicos y fisicos, que
contribuyen a su desarrollo; dentro de los biolodgicos se encuentran los agentes infecciosos,
como virus y bacterias, en los quimicos se pueden mencionar sustancias cancerigenas como
el benceno asi como la contaminacioén en general y dentro de los fisicos, se encuentran la
radiacion ionizante, los rayos UV entre otros. Todos estos factores muestran una
caracteristica en comun, provocan cambios en el genoma, sin embargo, la mayoria de los
canceres requiere de multiples mutaciones para que se desarrollen. (Hernandez et al. 1999).
Estas mutaciones aportan a las células los atributos que las hacen ser consideradas
cancerigenas: autosuficiencia de sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales
anticrecimiento, potencial replicativo sin limite, evasion de la apoptosis, transformacion del
metabolismo celular, evasion del sistema inmune, modificacion de los mecanismos de
adhesion, angiogénesis sostenida e invasion del tejido y metastasis, (Wayne et al, 2006;
Hsu and Sabatini, 2008). (Figura 3). Esto se debe a la alteracion a nivel génico de los

reguladores tanto negativos como positivos del ciclo celular. Ademas, alteraciones en el
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sistema inductor de muerte que de manera normal eliminaria a células con dafos
irreparables, hacen que estas células se acumulen y formen tumores malignos (Alberts et al.
2006). Los tumores no son cuerpos extrafios sino que derivan de tejidos normales, pueden
ser benignos (localizados, no invasivos) o malignos (invasivos, metastasicos). Estos ultimos
son los responsables de casi todas las muertes debidas a cancer. El cancer se puede
clasificar a partir del tejido y el tipo de célula, del cual se originan, en 1) leucemias y
linfomas que son el cancer de los tejidos formadores de las células sanguineas, producen
inflamacion de los ganglios linféticos, invasion del bazo y médula dsea, y sobreproduccion
de células blancas inmaduras, 2) Sarcomas o Mesenquimales que se encuentran en tejido
conectivo, como huesos, cartilago, nervios, vasos sanguineos, musculo y tejido adiposo, 3)
carcinomas epiteliales que se encuentran en tejido epitelial, como la piel o en los epitelios
que revisten cavidades y organos, y 4) neuroectodérmicos, que proceden de componentes
celulares del sistema nervioso central y periférico, incluyen gliomas, glioblastomas,

neuroblastomas y medulomas. (Boticario, 2005)

Seiiales Evasion de los
proliferativas supresores de
mantenidas crecimiento

Evitar la destruccion
por el sistema
inmune

Desregulacion
energética

Resistencia a la
muerte celular

Capacidad
proliferativa
ilimitada

Inestabilidad gendémica
y mutacion

Inflamacién
promovida por el
tumor

Induccioén a la
angiogénesis

Activacion de la invasion
y metdstasis

Figura 3. Conjunto de ventajas adquiridas por las células tumorales durante el desarrollo cancerigeno.

Modificado de Hanahan et al. 2011.
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Cancer cervicouterino (CaCu).

A nivel mundial, el cancer de cuello uterino es una de las neoplasias mas frecuentes y
letales en las mujeres. Se estima que cada ano se diagnostican aproximadamente 500.000
casos nuevos de este cancer, de los cuales el 83% (410.000 casos) se dan en paises en vias
de desarrollol. La baja incidencia en paises desarrollados se debe, al menos en parte, a la
efectividad de los programas de cribado organizados y al cribado oportunista basados en la
citologia cérvico-vaginal (prueba de Papanicolaou) (SEE, 2006). En 2012, se
diagnosticaron un estimado de 12,170 casos de cancer invasivo del cuello uterino, y un
estimado de 4,220 mujeres murieron durante la enfermedad. Esta enfermedad tiene una
historia clinica de larga evolucion que inicia con los cambios en el epitelio cervical
(displasias), que gradualmente van acentuandose hasta que en un término de 15 a 20 afios
se transforman en carcinoma invasor. No todas las displasias evolucionan en cancer:
Algunos estudios han demostrado que el 30% tienen regresion espontdnea principalmente
las displasias leves; alrededor del 20% se mantienen en forma estacionaria y un 45% son
las que progresan al cancer. Los estudios internacionales han demostrado que la displasia
leve puede evolucionar al carcinoma in situ en 5 a 7 aflos, que se requieren de 10 a 13 afios
para su progresion a cancer micro invasor y de éste a invasor dos afios mas. Sin embargo,
en el 10% de las pacientes las lesiones pueden progresar de in situ a invasor en periodos
menores de un afio (Castellanos, 2003).

El CaCu es un tumor epitelial, que se propaga por extension local e infiltracion
linfatica. La dispersion de la parte superior de la vagina, los paramétrios, la vejiga y el recto
es la forma mas habitual de propagacion. Los casos de cancer cervicouterino primarios se
originan a partir de los tejidos epiteliales que recubren la mucosa cervical, del epitelio
escamoso poliestratificado plano o del epitelio glandular. Puede verse una variedad de
subtipos histoldgicos, que varian en grado de diferenciacion y caracteristicas morfologicas.

Ahora se entiende que la infeccidon cervical persistente con genotipos de VPH de alto
riesgo (tipos) es necesario para el desarrollo de cancer CaCu y su lesidon precursora
inmediata (precancer), neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de grado 3 (NIC3). Series de
casos epidemiologicos han demostrado que casi el 100% de los casos de cancer cervical

dan positivo para el VPH.
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Virus de Papiloma humano

El virus del papiloma, pertenece a la familia Papillomaviridae. Estos virus estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Infectan epitelios de mas de 20 especies
diferentes de mamiferos, asi como aves y reptiles. La particula viral del papiloma humano
tiene una capside icosaédrica sin envoltura, con un diametro aproximado de 55 nm que
contiene al genoma viral. Los capsdémeros estan hechos de dos proteinas estructurales: L1
en mayor proporcion y L2 (Lopez & Lizano, 2006). El genoma del VPH se compone de
ADN circular de doble cadena, aproximadamente de 8kb. Esta organizado en tres regiones:
la regidon que corresponde a las proteinas de expresion tempranas (E1 a ES), la region que
corresponde a las proteinas tardias (L1 y L2) y la region regulatoria superior, la cual no se
transcribe. Una vez en el interior celular, el genoma viral es dirigido al ntcleo, donde se
replica de forma episomal; sin embargo cuando ya se ha generado el carcinoma de cérvix,
el genoma viral puede encontrarse integrado al genoma celular, preservando siempre los
oncogenes E6 y E7 y perdiendo o interrumpiendo uno o mas genes virales. Las proteinas
tempranas E6 y E7 son responsables de la transformacion carcinogénica provocada por los
virus de alto riesgo. La proteina E6 impide la translocacion de p53 al nlicleo y propicia su
degradacion por ubiquitinizacion, promueve la sobreexpresion de la telomerasa, e
interactua negativamente con Bax. E7 se une a proteinas supresoras de tumores de la
familia de pRb y promueve la duplicacion celular. Mientras que E1 y E2 son las proteinas
responsables de la replicacién viral (Benuto y Berumen, 2009; Lopez & Lizano, 2006;

Motoyama et al, 2004) (Figura 4).
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Figura4. Estructura genomica del VPH. Fuente: Lopez & Lizano. 2006.

A pesar de los esfuerzos mundiales dirigidos a la prevencion y erradicacion de las
enfermedades provocadas por este agente etiologico, los virus del papiloma humano, se
mantienen ocasionando una de las infecciones sexuales mas comunes transmitidas en todo
el mundo; al menos 14 tipos de ellos estan clasificados como de elevado riesgo oncogénico
(VPH AR), entre los cuales VPH16 y VPH18 causan alrededor del 70 % de todos los
canceres cervicales y afectan aproximadamente a 500 000 mujeres cada afio (Lizano et al.
2009)

El establecimiento de la relacion de causalidad entre el VPH y el cancer cervical, junto
con una comprension de la epidemiologia y la historia natural de la infecciéon por VPH, ha
dado lugar a un nuevo modelo de carcinogénesis cervical: la adquisiciéon del VPH, la
persistencia del VPH (vs liquidacion), la progresion de las lesiones precancerosas, y la
invasion, lo que ayuda a orientar las intervenciones apropiadas para prevenir el cancer

cervical (Lopez & Lizano, 2006)
Diagnostico y tratamiento del cancer cervicouterino

Aunque los programas de cribado de citologia cervical, que detectan y tratan a la
neoplasia intraepitelial cervical III (NIC III), pueden prevenir el 85% de los canceres de
cuello uterino invasivo, este sigue siendo la causa mas comin de muerte por cancer entre
las mujeres en el mundo en desarrollo. Barreras para los programas de cribado basados en

la citologia se incluyen los siguientes: la falta de fondos; falta de acceso a los profesionales
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que los llevan a cabo, mala interpretacion de pruebas de citologia; conflictos con las
parejas masculinas relativas a la participacion en el cribado; de la mujer el miedo, la
vergiienza y el rechazo del proceso del examen de la pelvis; y la necesidad de recuperacion
para la evaluacion de resultado de la prueba anormal (Belinson et al. 2009). Aunque existe
un programa nacional de Deteccion Oportuna del Cancer (DOC), mediante la prueba de
Papanicolaou (Pap) desde 1974 en México, el CaCu sigue siendo una de las principales
causas de muerte para las mujeres mexicanas (Palacio-Mejia et al. 2009).

El examen de Pap, citologia de cérvix o citologia vaginal no es un examen de
diagnostico. Es una prueba de tamizaje que detecta a las mujeres que pueden tener una
morfologia celular andmala en el cuello del ttero a diferencia de las mujeres sanas. Tanto
las displasias como los cambios epiteliales por VPH pueden ser identificados por medio de
la citologia cervical y deben ser confirmadas mediante colposcopia y toma de biopsia. La
deteccion de la displasia de cérvix también puede ser llevada a cabo por una colposcopia
(exploracién optica del cuello uterino), gracias a esta exploracion dptica también se puede
dar paso a la toma de una muestra para biopsia (Sossa, 2001). Como técnicas
complementarias a la citologia para el diagnostico del cancer de cérvix, se tienen las
procedimientos que han surgido con el advenimiento de la biologia molecular y los equipos
de busqueda automatica como el uso de anticuerpos para la proteina L1 y la deteccion
genética del VPH (Castellanos, 2003).

El tratamiento también varia de acuerdo con el tipo de céncer y su etapa. La etapa del
cancer hace referencia a cuanto ha crecido y si el tumor se ha diseminado o no desde su
ubicacion original. Entre las distintas terapias que existen podemos diferenciar entre
aquellas en las que el tratamiento se localiza solamente en la region afectada por el tumor, y

terapias cuya aplicacion esta generalizada a todo el organismo.

Tratamientos localizados: en tumores localizados el tratamiento consiste principalmente
en cirugia y radioterapia, los cuales ejercen un control local de la enfermedad erradicando o
reduciendo el tumor en el lugar primario. Cuando estos tratamientos se hacen en estadios
tempranos, resultan curativos pero si se hace cuando el tumor est4 en un estado avanzado o
metastasis, entonces el efecto que existe se reduce o pasa desapercibido (Hinojos et al.

2000).
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Cirugia

La cirugia fue el primer tipo de tratamiento utilizado para combatir el cancer y hasta la
fecha sigue siendo la opcidon mas utilizada para remover tumores sélidos. En la actualidad
se utiliza para tratar el cancer que no ha formado metéstasis, pero también se puede aplicar
para eliminar el cancer que ha pasado a otros tejidos, como noédulos linfaticos y vasos
sanguineos, para asegurar que todo el tejido afectado ha sido extraido. Las cirugias que se
utilizan en el CaCu son: criocirugia, cirugia con laser, biopsia de cono, histerectomia basica
y radical (Noriega et al. 2008).
Radiacion

Desde que en 1915 y 1917 Regaud, Forsell, Bailey y Heymm sentaron los principios y
técnicas de aplicacion de radioterapia en el tratamiento del carcinoma uterino, en1932 se
utilizd como agente terapéutico de eleccion (Noriega et al. 2008). La radiacion utiliza
ciertas longitudes de onda de alta energia como los rayos gamma para eliminar las células
malignas. Esta técnica se puede utilizar a varios niveles para destruir a las células
transformadas o para prevenir que las células normales o malignas proliferen y formen
tumores. En éste tratamiento se llegan a eliminar a todas las células que se encuentran en
proliferacion, incluyendo a células no tumorales. Se ha demostrado que para la sobrevida
de las pacientes con cancer invasor es muy importante que el tratamiento de radioterapia se
haya completado en 8 semanas (NCI, 2012).
Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento con farmacos que puede eliminar o detener la
proliferacion de células tumorales. Sin embargo, también puede dafar c€lulas sanas, lo que
produce efectos secundarios (NCI, 2012). La quimioterapia busca atacar y destruir las
células cancerosas: estas se dividen muy rapidamente, desafortunadamente las células sanas
que se encuentran en constante division son igualmente susceptibles a los efectos de la
quimioterapia. Los ejemplos mas tipicos son las c€lulas de la médula o6sea, los foliculos
pilosos y el epitelio oral. La mucosa oral serd mas frecuentemente afectada en este tipo de
tratamiento y por consiguiente se manifiestan desde el eritema o ulceraciones locales hasta
la pérdida total del epitelio con hemorragia e intenso dolor (Hinojosa et al. 2000). La

xerostomia (sensacion de boca seca provocada por deficiencia en la salivacion) es menos
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frecuente y suele ser reversible, al contrario de las infecciones, cuyo potencial es elevado,

ya que hay inmunosupresion y ausencia de integridad del epitelio (Infante et al, 2000).

Vacunas

La Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (Food and Drug
Administration, FDA) ha aprobado dos vacunas para prevenir la infeccion por VPH:
Gardasil® y Cervarix®. Ambas vacunas son muy efectivas en la prevencion de infecciones
por los tipos 16 y 18 de VPH, dos de los VPH de alto riesgo que causan la mayoria (70%)
de los canceres de cuello uterino y de ano. Gardasil impide también la infeccion por los

tipos 6 y 11 de VPH, los cuales causan 90% de las verrugas genitales (Koutsky et al.2002)

La vacuna Gardasil es producida por Merck & Co., Inc. Es una vacuna cuadrivalente
porque protege contra cuatro tipos de VPH: 6, 11, 16 y 18. Gardasil se administra en una
serie de tres inyecciones en tejido muscular por un periodo de 6 meses. Fue aprobada por la
FDA para su uso en mujeres con el fin de prevenir el cancer de cuello uterino y algunos
canceres vulvares y vaginales causados por los tipos 16 y 18 de los VPH; asi también, fue
aprobada para su uso en hombres y mujeres para la prevencion de cancer de ano y lesiones
anales precancerosas también para la prevencion de verrugas genitales causadas por los
tipos 6 y 11 de los VPH. La vacuna ha sido aprobada para estos usos en hombres y mujeres

de 9 a 26 anos de edad (Garland et al. 2007).

La vacuna Cervarix es producida por GlaxoSmithKline (GSK), es bivalente porque esta
dirigida a dos tipos de VPH: 16 y 18. También se administra en tres dosis por un periodo de
6 meses. La FDA ha aprobado Cervarix para usarse en mujeres de 9 a 25 afios de edad para
la prevencion del cancer cervical causado por los tipos 16 y 18 de los VPH (Kreimer et al.

2011).

No se ha comprobado que una de estas dos vacunas contra los VPH proporcione
proteccion completa contra la infeccion persistente por otros tipos de VPH, aunque hay
datos iniciales que sugieren que ambas vacunas podrian proporcionar proteccion parcial
contra algunos otros tipos de VPH que pueden causar cancer de cérvix. En general, cerca de

30% de los casos de cancer de cuello uterino no podran prevenirse con estas vacunas.
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También, en el caso de Gardasil, 10% de los casos de verrugas genitales no se evitaran con
esta vacuna. Ninguna de estas vacunas impide otras enfermedades de transmision sexual ni
tratan la infeccion por VPH o el cancer de cuello uterino. Las vacunas contra VPH
funcionan como inmunizadores que protegen contra infecciones virales. Los investigadores
supusieron que los componentes de superficie unicos a los VPH podrian crear una reaccion
de anticuerpos capaz de proteger al cuerpo contra la infeccién y que estos componentes
podrian usarse para formar la base de una vacuna. Los componentes de superficie de VPH
pueden actuar entre si para formar particulas semejantes a virus (VLP) que no son
infecciosas porque no tienen ADN. Sin embargo, estas particulas pueden pegarse a células
y estimular el sistema inmunitario para que produzca anticuerpos que puedan impedir que
papilomavirus completos infecten células en encuentros futuros. Aunque las vacunas contra
VPH pueden ayudar a impedir la infeccion futura por VPH, no ayudan a eliminar las

infecciones por VPH ya presentes (Paavonen et al. 2009, Romanowski et al.2011).

Todos estos tratamientos a excepcion de la vacuna que sirve como preventivo, son
invasivos y tienen efectos colaterales, ademds no impiden la reincidencia del céncer y
muchas veces se limitan a las fases tempranas de la enfermedad. Muchos farmacos
empleados en la quimioterapia resultan perjudiciales para la salud, principalmente porque
llegan a afectar de forma indistintas diversos tejidos sanos, incluso algunos de ellos resultan
ser carcinogénicos. Estd visto que el desarrollo de tumores secundarios o reincidentes
puede deberse al tratamiento del cadncer primario, y esta es una de las complicaciones mas
devastadoras del tratamiento del cancer. Debido a que las terapias usadas contra el cancer
no resultan suficientemente satisfactorias, se han desarrollado diversas lineas de

investigacion encaminadas a buscar alternativas terapéuticas (ACS, 2011).

Compuestos Organometalicos

Los compuestos basados en metales gozaban de un amplio uso en los procedimientos
terapéuticos antiguos, pero debido a su escasa selectividad y alta toxicidad fueron
progresivamente abandonados en favor de compuestos organicos mas seguros, ya sea
sintéticos o aquellos aislados de fuentes naturales. La exitosa aplicacion de los complejos

metalicos en el tratamiento de numerosas enfermedades humanas es un area en expansion
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en la investigacion biomédica y de quimica inorganica. El cancer es el principal objetivo de
esta incipiente area de estudio (Gerasimchuk et al. 2007). Desde el descubrimiento del
cisplatino, se ha intentado sintetizar compuestos basados en metales de transicion que sean
mas efectivos y que minimicen los efectos secundarios en quimioterapia. Como alternativa
a las terapias citotoxicas en el tratamiento del céncer, la terapia de diferenciacion se ha
llevado a cabo en numerosos estudios, intentando hacer que las células tumorales maduren
y dejen de proliferar sin control (Gasser et al. 2011). A pesar de su enorme éxito, estos
compuestos de platino presentan dos inconvenientes principales: son ineficaces contra los
tumores resistentes al platino, y tienen efectos secundarios graves, como la nefrotoxicidad.
Este ultimo inconveniente es la consecuencia del hecho de que el objetivo final de estos
farmacos es ubicuo. Ademas, como consecuencia de su particular estructura quimica, el
cisplatino, en particular, ofrece pocas posibilidades de mejoras racionales para aumentar su
especificidad tumoral y por lo tanto reducir los efectos secundarios no deseados

(Gianferrara et al. 2009).

En este contexto, los compuestos organometalicos, definidos como complejos metalicos
que contienen al menos un enlace covalente metal-carbono directo, recientemente se han
encontrado para ser candidatos prometedores de farmacos contra el cancer. Los
compuestos organometalicos tienen una gran variedad estructural (que va de lineal a
octaédricos e incluso mas alld), tienen estereoquimica mucho mas diversa que los
compuestos organicos (por un complejo octaédrico con seis ligandos diferentes, existen 30
estereoisomeros), y por diseio ligando racional, pueden proporcionar control sobre
propiedades cinéticas clave (tales como la velocidad de hidrdlisis de los ligandos). Ademas,
son cinéticamente estables, por lo general sin carga, y relativamente lipofilos y su atomo de
metal estd en un estado de oxidacion bajo. Debido a estas diferencias fundamentales en
comparacion con los complejos metdlicos de coordinacion clasica, los compuestos
organometalicos ofrecen amplias oportunidades en el disefio de nuevas clases de
compuestos medicinales, potencialmente con nuevos modos de metales especificos de
accion. Basandose en la amplia gama de estudios para conocer y entender el mecanismo
seguido por los compuestos de platino, se considera que los organometales debido a su
estructura quimica, favorecen la interaccion de estos complejos con la doble hélice de ADN

inhibiendo su replicacion (Gasser et al. 2011).Otros complejos de platino han sido
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sintetizados y biologicamente evaluados por sus propiedades antitumorales, de los cuales
cerca de cuarenta han entrado a ensayos de fase clinica I, pero sélo dos carboplatino y
oxaliplatino han recibido la aprobacion en todo el mundo (Abu-Surrah & Kettunen, 2006).
El carboplatino actia bajo el perfil del cisplatino, sin embargo, con menos efectos
secundarios, mientras que el oxaliplatino se utiliza en una terapia de combinacion contra el
cancer colorrectal metastasico.

Las propiedades antitumorales de varios iones metalicos diferentes y sus complejos han
sido evaluadas, pero s6lo unos pocos medicamentos a base de metales no-platino se
encuentran actualmente en los estudios clinicos, los mas prometedores contienen iones
rutenio y galio (Abu-Surrah & Kettunen, 2006). Las investigaciones preclinicas y clinicas
han confirmado que es posible el desarrollo de agentes de metal con nuevos modos de
accion diferentes al del cisplatino (Ott & Gust, 2007). Por lo tanto, los complejos con
hierro, cobalto, o atomos centrales del oro han mostrado resultados prometedores en
estudios preclinicos y compuestos con atomos centrales de titanio, rutenio, o galio ya han
sido evaluados en ensayos de fase I y fase II. El complejo de ciclopentadienil con titanio,
dicloruro de titanoceno (Cp2TiCl2) se encuentra en ensayos clinicos y un derivado
ferroceno del Tamoxifeno es un candidato para el tratamiento del cancer de mama. Otros
complejos metéalicos que han mostrado potencial actividad anticancerigena son los
complejos de Rh (I), Rh (IIT), Ir (I), Ir (II), Ir (IV), Os (II) y Os (III). Muchos complejos de
platino y no metal de platino tales como paladio, rutenio, rodio, cobre, y lantano, con
ligandos aromaticos que contienen N-como piridina, imidazol y 1,10-fenantrolina, y sus
derivados (cuyas propiedades de donante son algo similares a la purina y bases de
pirimidina), han demostrado propiedades antitumorales muy prometedores in vitro € in vivo
en sistemas de modelos resistentes al cisplatino o cisplatino contra-insensible lineas

celulares (Zhao y Lin, 2005).

Compuestos Organometalicos de estafio (COE)

Dentro de la gama de metales, el estafio es un metal que ya sea como tal o en sus
aleaciones y sus compuestos quimicos, tiene una asombrosa versatilidad, es un elemento

que tiene una larga asociacion con la humanidad, con su primer uso, probablemente, para
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fortalecer el cobre por la formacion de la aleacion cobre-estaiio, un evento que marco el
comienzo de la Edad de Bronce, alrededor de 3500 A.C.( van der Kerk et al.1976). Entre
sus aplicaciones se encuentran: la estabilizacion de cloruro de polivinilo (PVC) produccion
de biocidas, desincrustantes, desinfectantes de superficies, fungicidas y bactericidas por
mencionar algunas (Gasser et al. 2011). En los ultimos afios, la quimica de los compuestos
organicos de estafio ha recibido mucha atencion debida a su amplia gama de aplicaciones
tales como en la catélisis, agroquimica y su potencial actividad antitumoral. Su quimica
estructural también ha ganado la atencion debido a la amplia gama de posibles geometrias
que este tipo de compuestos puede adoptar, la perspectiva tedrica ha establecido que el
estafio tiende a aumentar su nimero de coordinacion siempre que sea posible. Asi, con
frecuencia se han encontrado interacciones intra e intermoleculares secundarias para los
compuestos orgédnicos de estafio en estado solido. La citotoxicidad inducida por los COE se
ha asociado a varios mecanismos: inhibiciéon de la sintesis de macromoléculas, alteracion
del metabolismo energético de la mitocondria, reduccion de la sintesis de ADN e
interaccion directa con la membrana celular provocando un incremento de la concentracion
de calcio. La promocion de dafio oxidativo y al ADN se han detectado in vivo. La
interaccion de los compuestos organicos de estafio con el ADN es principalmente de dos
tipos: 1) Interaccidon electrostatica, en la que los compuestos organicos de estafio
interactian con los fosfatos anionicos del ADN. 2) La intercalacion, en la que los
compuestos organicos de estafio se insertan en los pares de bases apiladas de ADN (Alama
et al. 2009, Gerasimchuk et al. 2007).

Los COE son conocidos por producir efectos en varias lineas celulares tumorales, pero
poco se sabe acerca de su mecanismo de accidn, en la figura 5 se observa el mecanismo

propuesto para algunos complejos de metales tales como el estafio, platino, etcétera.
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Figura 5. Mecanismos de accion propuestos para compuestos organometalicos. (Tomado de Gerasimchuk et

al. 2007)

Los COE que son estables en el ambiente fisioldgico se han desarrollado como, agentes
antineoplésicos, radiofarmacéuticos para diagnostico y terapia, asi como biosensores. Los
complejos organometalicos proveen una plataforma versatil para el disefio de farmacos. Los
enlaces carbono-metal ejercen importantes efectos electronicos y estéricos, que pueden ser
usados para controlar su actividad biologica. Algunos COE son lo suficientemente inertes
para actuar como andamios para disefiar compuestos que interactien estereo-
especificamente con biomoléculas y puedan actuar por ejemplo; como inhibidores
enzimaticos (Pizarro et al. 2010). En los COE estudiados no se ha observado la generacion
de fendmenos de resistencia, mostrando una ventaja con el cisplatino y sus analogos

Los carboxilatos organicos de estafio han sido uno de los grupos de compuestos
antineoplésicos mds extensivamente estudiados desde que fue observado que reducen
significativamente el tamafio de los tumores cuando se prueban in vivo. Asi mismo, los
derivados trifenilicos de estafio han mostrado una alta actividad citotoxica con diferentes
lineas celulares de origen humano como se describe en la literatura (Camacho-Camacho et
al. 2008).Se ha establecido que los compuestos organoestanicos (IV) son muy importantes
en la quimioterapia del cancer pues tiene propiedades que les permiten inducir muerte por
apoptosis (Siegmann-Louda et al. 2004) En el 2007 Valla y colaboradores publicaron una
revision de los compuestos de estafio con potencial terapéutico, desde el punto de vista
estructural considerando los complejos de tipo carboxilico bidentado simétrico. Camacho-

Camacho y colaboradores (2008), concluyeron a partir de sus resultados y de lo reportado
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en investigaciones anteriores, que los derivados trifenilicos de estafio presentan una alta
actividad antiproliferativa frente a diferentes lineas celulares tumorales de origen humano.

Se ha demostrado que los complejos di-n-butilestafio y tri-n-butilestafio clorado poseen la
capacidad de inducir apoptosis en estudios in vitro de timocitos de rata. Estos
organoestafos inhiben la sintesis del ADN e incrementan la sintesis de ARN. Incrementan
los iones Ca2+ que se relacionan con el citocromo C de la mitocondria y activan las
caspasas, al final se produce la fragmentacion de ADN. El Dietilestanodicloro (1,10-
phenanthro) inhibe el crecimiento de células cancerosas y evita el cambio de la superficie
de la membrana celular (Xiao et al.1993). Recientemente Blower (2004) describi6 trece
compuestos de origen organoestanico que resultan de interés farmacéutico, mientras que
Appel describié varios aspectos toxico-cinéticos de ciertos puntos en compuestos
organoestanicos. Estudio el sistema monooxigenico para dar detalles de la interaccion de
estos compuestos con el ADN, aunque pudo entender la importancia de la relacion
estructura-funcion, no define de manera clara el mecanismo de accion. Series de complejos
organoestanicos que contenian ligandos tipo salicilaldoxamina que se coordinaron con di-
m-butilestaiio mostraron resultados prometedores en estudios in vitro en MCF-7 una linea

de cancer de mama. (Gielen et al. 1992)

Ahmad y colaboradores, observaron que los ésteres trisustituidos de estafio tienen una
actividad biologica mayor a los disustituidos, esta relacion se conserva en pruebas con
bacterias, hongos y de citotoxicidad (Ahmad et al. 2008). En 2008, Ramos-Organillo y
colaboradores utilizan un método de sintesis modificado de Marcel Gielen para obtener
complejos de estafio trisustituidos derivados de ligantes carboxilados, en esta técnica
utilizan trietilamina como base y un solvente organico no coordinante del que obtuvieron
resultados positivos como agente reductor de proliferacion en lineas de cancer colorectal.
Alama y colaboradores (2009), reconocen diferentes mecanismos relacionados con
compuestos organometalicos de estafio, como son la inhibicion de la sintesis de
macromoléculas, alteracion del metabolismo energético, reduccion de la sintesis de ADN,
algunos de los cuales se han demostrado in Vvivo; estos efectos han sido observados

particularmente con complejos con niumero de coordinacion cinco (Alama et al. 2009).
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Los resultados de los estudios de actividad biolégica de los compuestos

organometalicos de estafio son prometedores pero hay un problema practico que debe
mencionarse: la solubilidad. La solubilidad en medio acuoso es crucial para poder aplicarse
como agentes terapéuticos. Aunque no se descarta que si se usan aditivos o formas nuevas
de administracion/liberacion este problema pueda superarse. Un sustituyente polar puede
incrementar la solubilidad de estos compuestos, se requieren estudios quimicos y
farmacoldgicos para descifrar una relacion estructura-actividad con lo cual se pueda
realizar el disefo racional de nuevos farmacos basados en estos compuestos.
Es evidente la importancia en la quimica de los farmacéuticos como la cinética, la
esterecoquimica y sus mecanismos de reaccion, estas caracteristicas tiene una gran
significado pues representan la relacion entre la estructura y las caracteristicas cinéticas,
que se deben contemplar en el disefio de derivados organometalicos y su actividad
antitumoral. Por ejemplo se han reportado los compuestos poly-oxaalkilestanicos con
funcionalidad en siete lineas tumorales humanas (Gielen et al. 2005).

En una busqueda en la literatura, se encontr6 un informe en el que se mencionan 2
analogos de tiazol sustituidos conectados a 3-propanamida, lo que contribuyd a una
actividad antitumoral contra varias lineas celulares (Messery et al. 2012) Ademas, la
incorporacion de un 5-nitro-2-amino en el resto del anillo tiazol en algunos compuestos
contribuyen a la alta bioactividad en el rango nanomolar. Jha et al. Han demostrado que
solo el éster metilico del grupo butenilo 1,4-dioxo-2- en derivados de arilaminas tiene
actividad contra Molt 4 humano / C8 y CEM linfocitos T asi como las células L1210
murinas, con valores de Clsy en el rango 2.2- 37 M. Recientemente Nitulescu et al.
Describen la potencia inhibidora de derivados de 3-aminopirazol en proteinas cinasas que
juegan un papel central en la sefializacion celular y estan implicados en patologias
malignas. Con el fin de establecer relaciones estructura-actividad para los compuestos de
tributilestafio con ligandos aminobutanoico 4-oxo-4-arilo, se estudio la influencia de los
sustituyentes del tipo de anillo aromatico y los nitro en la actividad anti-proliferativa y

citotoxica.
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Planteamiento del Problema & Justificacion

El cancer cervicouterino es un problema de salud publica pues es el tercer tipo de cancer
con mayor prevalencia en México y la segunda causa de muerte de las mujeres del pais. Las
terapias actuales no han sido del todo benéficas para el decremento de esta enfermedad, se
caracterizan por ser costosas, tener efectos secundarios graves y en muchos casos los
tumores generan resistencia a los farmacos o su mecanismo de accidon provoca dafios en el
organismo al ser citotoxico. Es por ello que se genera la necesidad de seguir buscando
nuevas opciones terapéuticas. Actualmente el desarrollo de agentes anticancerosos basados
en organometales ha atraido una atencién creciente en la investigacion, los enlaces
carbono-metal ejercen importantes efectos electronicos y estéricos, que pueden ser usados
para controlar su actividad biologica. El estafio se considera lo suficientemente inerte para
actuar como andamio para disefiar compuestos que interactiien estereo-especificamente con
biomoléculas y puedan actuar de manera selectiva, evitando los efectos secundarios. Es por
ello que en el presente estudio se evalud la actividad antiproliferativa y citotoxica de
compuestos organometalicos de estafio derivados del tributilestafio en cultivos de lineas

celulares HeLa, CaSki y ViBo obteniendo una Cls para cada una de las ellas.
Hipotesis

Se ha observado que diversos compuestos organometalicos de estafio tienen una alta
actividad citotoxica contra varias lineas celulares de origen humano, asi mismo se sabe que
la modificacion y disefio de estos compuestos con los grupos funcionales adecuados ha
reducido esta citotoxicidad, por lo que se espera que los compuestos organometalicos
TBSnx-Lx derivados del tributilestafio, exhiban una actividad antiproliferativa y no

necrotica en las lineas de CaCu HeLa, CaSki y ViBo.
Objetivo General

Evaluar la actividad antiproliferativa y necrética de compuestos organometalicos de
estafio en cultivos de células de cancer cervicouterino HelLa, CaSki y ViBo asi como en

cultivos de células linfociticas no tumorales.
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Objetivos particulares

» Determinar el efecto antiproliferativo de los compuestos organometalicos de estafio
en las lineas de CaCu: HelLa, CaSki y ViBo, mediante la determinacion de la
concentracion requerida del compuesto para abatir en un 50% el numero celular
(Clsp), a través de la técnica de tincidon con el colorante cristal violeta.

» Valorar la actividad necrética de los compuestos organometalicos de estafio en
cultivos de células tumorales HeLLa, CaSki y ViBo mediante la cuantificacion de la
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes
celulares.

» Valorar el efecto antiproliferativo y necrotico de los compuestos organometalicos de
estano en cultivos de linfocitos, mediante el marcaje celular con carboxifluoresceina
y la cuantificacion de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en los

sobrenadantes celulares, respectivamente.

Material y método
Cultivo de células tumorales provenientes de cérvix.

Las lineas celulares provenientes de CaCu: HeLa, CaSki y ViBo, fueron sembradas en
cajas de Petri de cristal de 100 mm (Pirex, USA), con 10 ml de medio RPMI-1640 (Gibco,
USA) suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina (Grunenthal, MEX), al 5 % de
suero de ternera neonata (SNT; Gibco, USA) que previamente fue desactivado a 56 °C por
30 minutos. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nuaire, USA) a 37 °C, al 5 %
de CO; y una atmosfera himeda a saturacion. La saturacion de los cultivos fue hasta de un

70 % de confluencia para realizar los ensayos.
Preparacion de los Stoks de cada compuestos TBSnx-Lx
Estos compuestos fueron otorgados por el laboratorio de la Dra. Irma Rojas O. En un

proyecto de colaboracion académica FES-Zaragoza-UAM-Xochimilco para su valoracion
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antiproliferativa y citotoxica (Fig. 6). 1 mg de cada compuesto fue solubilizado en 100 pl
de dimetilsulféxido (DMSO) en un tubo cénico de plastico de 600 pul y se almacend a -4 °C

hasta su utilizacion.

Determinacién de la concentracién que abate el 50 % del numero celular de cultivos

de células tumorales (C150).

Se cultivaron células de las lineas tumorales CaSki, HeLa y ViBo en cajas de plastico de
96 pozos (Corning, USA), a una densidad de 7,500 células/pozo en 100 pul de RPMI-1640
al 5 % de suero de ternera recién nacida (SNT) por 24 horas. Posteriormente se retiro el
medio de cultivo y se adicionaron las concentraciones de compuesto que van de 0.07-10
ng/ml, durante 24 h. El control para el vehiculo empleado para solubilizar los compuestos
organometalicos fue el DMSO, el cual se utiliz6 a una concentracion maxima de 10 ul/ml
de medio de cultivo RPMI-1640 al 5% de SNT; al control testigo tnicamente se le realizo
el cambio de medio por medio de cultivo fresco. 24 horas después al estimulo, se procedid
a evaluar el nimero celular de acuerdo a la técnica de incorporacion de cristal violeta
descrita por Kueng et al, 1989. Para ello se retir6 el medio de cultivo de la caja de cultivo y
las células se fijaron con glutaraldehido al 1.1 % (Sigma-Aldrich, USA) en agua
desionizada por 15 minutos, al término de los cuales se retir6 el fijador para posteriormente
lavar las células con agua desionizada. A continuacion se dejo secar al aire y se agrego el
colorante cristal violeta (Sigma-Chemical Co.) al 0.1 % en &cido formico (Sigma-Aldrich,
USA) por 20 minutos. Se elimind el exceso de colorante a través de lavados con agua
desionizada y nuevamente se dejo secar al aire. Por ultimo, el colorante incorporado en el
nucleo de las células fue solubilizado con acido acético (J.T. Baker, MEX) al 10 % en
agitacion por 20 minutos. Finalmente se midio la absorbancia en un lector de placas
(ChroMate Awareness Technology Inc. USA) a 600 nm. Cada uno de los tratamientos se
realiz6 por sextuplicado. En cada caso los resultados se analizaron por regresion lineal para

la obtencion de la concentracion que abate el 50 % de la poblacion celular (Cls).
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Determinacion de muerte celular por necrosis a través de la liberacion de la enzima
LDH.

En una caja de 96 pozos se sembrd 7,500 células de cada una de las tres lineas
provenientes de CaCu; CaSki, HeLa y ViBo con 100 pl de RPMI al 5 % de SNT, por 24 h.
Posteriormente se retird el medio de cultivo y se realizaron los siguientes tratamientos: un
control al que inicamente se le hace cambio de medio de cultivo, un control positivo al cual
se le hizo el cambio de medio, un control para DMSO con la concentraciéon empleada para
preparar la Clsy correspondiente y el tratamiento con los diferentes compuesto TBSnx-Lx
con la concentracion Clsy correspondiente a cada linea celular. A las 23 h de tratamiento,
al cultivo control positivo se le realizd un nuevo cambio de medio de cultivo por medio

fresco al 1 % de triton X-100 y se dejo que el ensayo completara las 24 h de tratamiento.

Para la determinacion de la actividad de la enzima LDH liberada al medio de cultivo, los
sobrenadantes de los cultivos se recolectaron de manera individual en tubos conicos de
plastico de 0.6 ml y se centrifugaron a 2,000 rpm por 10 min. Los sobrenadantes se
traspasaros a una placa de 96 pozos, 50 ul por pozo, para su evaluacion. La actividad de
LDH se determind con el kit Cyto Tox 96 (Promega, USA), del cual se agregaran 50 ul de
la mezcla de reaccion. Se dejo incubar a temperatura ambiente protegiendo de la luz por 20
min. La evaluacion se realizé a una longitud de onda de 490 nm en un espectrofotometro
lector de placas de Elisa (ChroMate Awareness Technology Inc. USA). Por altimo los
datos se analizaran haciendo una comparacion relativa al control y el control positivo

tratado con triton X-100. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Efecto de los compuestos TBSnx-Lx sobre la proliferacion de linfocitos humanos

marcados con carboxifluresceina.

En tubos vacutainer con EDTA, se obtuvieron 20 ml de sangre periférica de un
voluntario sano y se colocaran (5 ml) en tubos conico de vidrio de 15 ml (Pirex, USA),
con 5 ml de Histopak (Sigma-Aldrich USA) (un total de 4 tubos), se centrifugd (centrifuga;
Dinac, USA), inicialmente a una velocidad de 300 rpm. Esta velocidad fue aumentando
gradualmente (300 rpm cada 2 minutos) hasta llegar a 1500 rpm después de lo cual se dejo

centrifugar por 25 minutos mas. Con ayuda de la pipeta de 1000 pl se retiro el plasma y se
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colecto el anillo de leucocitos, posteriormente el paquete celular obtenido de cada tubo fue
transferido a tubos limpios y se resuspendieron con 10 ml de PBS (por tubo), se centrifugo
a 1500 rpm durante 5 minutos, se retir6 el sobrenadante y se resuspendi6é en 1ml de RPMI-
1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB). El total de células quedo
contenido en un solo tubo con un volumen total de 4ml. Se sembraron las células en una
caja de Petri de 100 mm (Pirex, USA), en un volumen total de 10 ml de RPMI-1640
suplementado con 20 % de SFB, y se incubaron durante lh en condiciones de cultivo.
Transcurrido el tiempo, se cosecharon todas las células que permanecian en suspension, en
un tubo de vidrio de fondo cénico. Se centrifugo la suspension celular a 1500 rpm durante 5
minutos, se retird el sobrenadante y se resuspendié nuevamente el boton celular en 5 ml de
RPMI-1640 sin suero. Con una alicuota de 20ul, se determiné el nimero celular con ayuda

de la camara de Neubauer.

Para marcar las células linfociticas con carboxifluoresceina (CSFE) (Zigma-Aldrich,
USA) los linfocitos se resuspendierén en 4 ml de PBS con 10 pl de carboxifluoresceina y
se incubaron 15 minutos protegidos de la luz a temperatura ambiente. Posteriormente se
lavaron con PBS al 5 % de SFB, se centrifugarén a 1500 rpm (dos veces) y se
resuspendieron en 4 ml de RPMI-1640 al 20 % de SFB. Para activarlos con
fitohemaglutinina (FHG), los linfocitos se transfirieron a tubos conicos de plastico de 1.6
ml a una densidad de 10° células/ml de RPMI-1640 al 20% de SFB y  25p/ul de
fitohemaglutinina/ml (diluida en PBS) (Micro Lab S.A., Méx.). La preparacion de los
tratamientos se realizo en ese momento: control solo con medio de cultivo con y sin FHG,
control para el vehiculo al cual se le agrega la cantidad de DMSO empleada en la
preparacion de la concentracion Clsy mds alta obtenida para células tumorales de CaCu, y
en las concentracion de Clso de cada uno de los compuestos probados. Las células
contenidas en cada tubo conico se sembraron en una placa de cultivo de 96 pozos a una
concentracion de 200,000 células/pozo en un volumen de 200 pl y se incubaron en
condiciones de cultivo por 72 h. Para la evaluacion, las células se cosecharon extrayendo
todo el medio de cultivo, y colectando en tubos conicos de plastico de 0.6 ml. Se
centrifugaron a 1500 rpm por 5 min, el sobrenadante fue colectado para su evaluacion de
actividad de la enzima LDH, se resuspendid el boton celular en 1 ml de verseno frio y se

incubo por 5 min a temperatura ambiente; se centrifugd nuevamente y se retir6 el verseno.
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Posteriormente se resuspendio con 500 pl de PBS y se agreg0 500 pl de paraformaldehido
al 2%. Las células fueron evaluadas por citometria de flujo en un citometro de flujo
FACSAria Il y los datos se procesaran con el programa FACSDiva version 6.1.2. Los datos
fueron analizados haciendo una comparacion con respecto al control positivo para

proliferacion, de células tratadas tinicamente con FHG.

Determinacion de muerte celular por necrosis a través de la liberacion de la enzima

LDH en cultivos de linfocitos humanos.

En tubos vacutainer con EDTA, se obtuvieron 20 ml de sangre periférica de un
voluntario sano y se colocaron (5 ml) en tubos cénico de vidrio de 15 ml (Pirex, USA), con
5 ml de Histopaque (un total de 4 tubos), se centrifugaron (centrifuga; Dinac, USA),
inicialmente a una velocidad de 300 rpm y se aumentd gradualmente la velocidad (300 rpm
cada 2 minutos) hasta llegar a 1500 rpm después de lo cual se dejé centrifugar por 25
minutos mas. Con ayuda de la pipeta de 1000 pl se retir6 el plasma y se colecto el anillo de
leucocitos, posteriormente el paquete celular obtenido de cada tubo se transfirié a tubos
limpios y se resuspendieron con 10 ml de PBS (por tubo), se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 minutos, se retird el sobrenadante y se resuspendié en Iml de RPMI-1640
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB). El total de células quedé contenido en
un solo tubo con un volumen total de 4ml. Las células se sembraron en una caja de Petri de
100 mm (Pirex, USA), en un volumen total de 10 ml de RPMI-1640 suplementado con 20
% de SFB, y se incubaron durante 1h en condiciones de cultivo. Transcurrido el tiempo, se
cosecharon todas las células que permanecieron en suspension, en un tubo de vidrio de
fondo conico. Se centrifugo la suspension celular a 1500 rpm durante 5 minutos, se retir6 el
sobrenadante y se resuspendio nuevamente el boton celular en 5 ml de RPMI-1640 sin
suero. Se tomod una alicuota de 20pl, y se determind el numero celular con ayuda de la
camara de Neubauer. Los linfocitos fueron transferidos a tubos conicos de plastico de 1.6
ml a una densidad de 10° células/ml de RPMI-1640 al 20% de SFB y 25p/ul de
fitohemaglutinina/ml (Micro Lab S.A., Méx.). La preparacion de los tratamientos se realizo
en ese momento: control solo con medio de cultivo con y sin FHG, control positivo al cual
en este momento no se agrega triton X-100, control para el vehiculo al cual se le agrego la

cantidad de DMSO empleada en la preparacion de la concentracion CI50 mas alta obtenida
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para células tumorales de CaCu, y las concentracion CI50 para cada linea. Las células
contenidas en cada tubo conico fueron sembradas en una placa de cultivo de 96 pozos a una
concentracion de 200,000 células/pozo en un volumen de 200 pl y se incubaron en
condiciones de cultivo por 72 h. Para la evaluacion, a las 71 h de tratamiento al control
positivo se agregaron 2 ul triton X-100 y se homogenizaron pipeteando suavemente el
medio de cultivo, se mantuvo en incubacion por 1 h mas. A las 72 h de cultivo a las células
se les extrajo todo el medio de cultivo, y se colectaron en tubos conicos de plastico de 0.6
ml de manera individual. Se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min, y se traspasaron 50 pul de
cada muestra y de cada tratamiento a una placa de 96 pozos para su evaluacion. La
actividad de LDH se determina con el kit Cyto Tox 96 (Promega, USA), del cual se
agregan 50 pl de la mezcla de reaccion. Se incubo a temperatura ambiente protegiendo de
la luz por 20 min. Se evalto a una longitud de onda de 490 nm en un espectrofotometro
lector de placas de elisa (Image tecan spectra). Los datos se analizaran haciendo una
comparacion relativa al control positivo tratado con triton X-100. Todas las muestras se

realizaron por triplicado.

Resultados

Actividad antiproliferativa en células tumorales

Para determinar el efecto antiproliferativo de los compuestos organometalicos, cultivos de
células CaSki, HeLa y ViBo fueron tratadas con los compuestos TBSn 1-4 en un rango de
concentraciones de 0 a 10 pg/ml, ciertos ensayos se ajustaron a las demandas y
observaciones de compuesto por linea. La actividad antiproliferativa fue expresada como la
concentracion requerida del compuesto que abate en un 50% el ntimero celular (Cls)

(Figura 7,8 y 9, tabla 1).
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Figura 7. Actividad antiproliferativa de los compuestos organometalicos en cultivos de la linea tumoral de

CaCu, CaSki
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Figura 9.Actividad antiproliferativa de los compuestos organometalicos en cultivos de la linea tumoral de

CaCu, ViBo.
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Compuesto CaSki HelLa ViBo
TBSnl1-L1 0.68 0.51 10.84
TBSn2- L1C 2.36 0.27 8.85
TBSn3-L2 2.53 12.78 10.30
TBSn4- L1 0.71 11.14 8.99

Tablal. Cls, obtenidas para cada uno de los compuestos en las lineas celulares HeLa, CaSki y ViBo.

Los resultados obtenidos establecen que los compuestos organometalicos TBSn 1-4
afectan el potencial proliferativo de las tres lineas tumorales de una manera dependiente de
la dosis, es decir, conforme se incrementa la concentracion del compuesto, el niumero
celular disminuye. No obstante que las tres lineas celulares provienen de un carcinoma
cervical, cada linea celular presento sensibilidad diferente a cada uno de los compuestos.
Por ejemplo, las células ViBo mostraron ser las mas resistentes o menos sensibles a los
cuatro TBSn, con las Clsp mas altas en concentracion, mientras que las células HelLa y

CaSki fueron mas sensibles 0 menos resistentes.

Actividad citotoxica (necrotica) de los TBSn en células tumorales.

Con el propésito de establecer si los compuestos TBSn 1-4 presentan actividad
citotoxica en células tumorales, cultivos de células tumorales de CaCu HeLa, CaSki y ViBo
fueron tratadas con su respectiva Clso y la actividad necrotica fue evaluada cuantificando la
actividad de la enzima citoplasmatica Lactatodeshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes
de los cultivos y considerada un marcador de muerte celular necroética, ya que la tnica
forma de que esta enzima esté en el sobrenadante de los cultivos celulares es que la

membrana celular esté dafiada, perdiendo su continuidad (Figura 10, Tabla 2)
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Figura 10. Actividad citotoxica (necrética) de los TBSn en cultivos de células tumorales de cérvix HeLa,

CaSki y ViBo.
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Clso pg/ul CaSki HeLa ViBo

% % %
Control 17.57 17.57 1.49
DMSO 13.20 11.58 441
TBSn1-L1 2.77 18.40 2.97
TBSn2- L1C 3.97 18.66 3.81
TBSn3-L2 45 9.04 5.43
TBSn4- L1 2.5 10.66 2.19

Tabla 2. Porcentaje de liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa con respecto a las Cls,’s obtenidas para
cada uno de los compuestos organometalicos de cada linea celular.

Como se puede apreciar en la figura 10, los compuestos TBSnx-Lx 1-4 no presentaron
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en los sobrenadantes de los cultivos de
c€lulas tumorales, indicando que el decremento en el nimero celular observado en los
cultivos tratados con estos compuestos, es debido a causas diferentes a la muerte celular por

necrosis.
Actividad antiproliferativa de los TBSnx-Lx en cultivos de células linfociticas.

Con la finalidad de establecer si los compuestos TBSnx-Lx 1-4 presentan actividad
antiproliferativa con accion selectiva, cultivos de células linfociticas humanas, provenientes
de sangre periférica fueron estimulados con las Clsy’s y el efecto en el potencial
proliferativo de estas células fue evaluado mediante la técnica de marcaje con

carboxifluoresceina y cuantificado por citometria de flujo. (11, tabla 3).
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Figura 11. Representacion esquematica de la actividad antiproliferativa de los compuestos organometalicos
TBSnx-Lx en cultivos de células no tumorales (linfocitos). Solo se presentan las concentraciones mas altas de

ClIs, de cada compuesto.

COMPUESTO ug/ml LINFOCITOS VEHICULO TRATAMIENTO DISMINUCION

ACTIVADOS % % % [»]
PROLIFERACION
%
TBSn1 10.84 88.19 90.53 54.84 37.81
TBS n2 8.85 88.19 90.53 46.54 47.22
TBS n3 10.3 88.19 90.53 49.87 43.45
TBS nd 8.99 88.19 90.53 50.32 42.94

Tabla 3. Porcentaje de proliferacion de células linfociticas bajo diferentes concentraciones de los compuestos

TBSnx-Lx
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Los resultados mostrados en la figura 11 establecen que los compuestos TBSnx-Lx
afectan el potencial proliferativo de las células linfociticas en un 37 a 47% a
concentraciones de 8 a 10.8 ug/ml, indicando que la actividad antiproliferativa de los

TBSnx-Lx no es selectiva.
Actividad citotdxica (necrotica) de los TBSnx-Lx en cultivos de células linfociticas.

El hecho de que los TBSn afectaron el potencial proliferativo de las células linfociticas
de manera significativa (Figura 11, tabla 3) y con la intenciéon de determinar si esta
disminucién en la densidad celular es debida a una muerte necrotica, cultivos de células
linfociticas provenientes de sangre periférica humana fueron estimulados con las
respectivas Clsy’s de los TBSnx-Lx obtenidas para cada una de las células tumorales y la
actividad de la enzima citoplasmatica LDH fue cuantificada en los sobrenadantes de los

cultivos tratados con los TBSn 1-4 (Figura 12, tabla 4).

Actividad Citotoxica de los compuestos TBSnx-Lx en celulas no

tumorales _
Concenfracion en
100 pg/ul de los
estimulos
80
3 B051027128711.14
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Figura 12. Actividad citotoxica (necrética) de los compuestos organometalicos en células no tumorales

(linfocitos.)
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% De Actividad de LDH

Compuesto Clso (ug/ul) | LDH (%) | Clsg (ug/ul) | LDH (%) | Clso (ng/ul) LDH (%)
TBSn1-L1 0.68 30.44 0.51 23.11 10.84 36.06
TBSn2-L1C 2.36 19.03 0.27 0 8.85 33.83
TBSNn3-L2 2.53 21.57 12.87 41.66 10.30 29.96
TBSNn4-L1 0.72 31.83 11.14 32.49 8.99 35.22

Tabla 4. Porcentaje de actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en sobrenadantes de cultivos de células
linfociticas tratadas con las Clsy obtenidas para cada uno de los compuestos organometalicos de cada linea
celular probadas en células no tumorales (linfocitos).

Los resultados obtenidos en la figura 12, establece que los compuestos TBSn inducen a
las células linfociticas a liberar la enzima citoplasméatica LDH en un 19 a 42%,
dependiendo de la concentracion, sugiriendo que los TBSn 1-4 son citotoxicos para las

células linfociticas, induciendo una muerte necrética en éstas.

Analisis de Resultados

Los datos obtenidos para estos compuestos nos demuestran que el potencial
proliferativo ciertamente estd siendo afectado y que esto estd asociada a una relacion dosis
respuesta. Podemos ver que la linea que requiri6 maés concentracion de los cuatro
compuestos fue la linea ViBo, mientras CaSki presentan niveles cinco veces mas bajos,
siendo asi la linea que mayor susceptibilidad presenta, para el caso de HelLa podemos
observar dos tipos de comportamiento y esto es dependiendo del compuestos con el que se
relaciona, esto nos indica que las lineas tienen una susceptibilidad diferente y que en los
compuestos estudiados la actividad antiproliferativa varia en cuanta a las concentraciones
requeridas por linea, esto podria asociarse a la diferencia de grupos funcionales entre las
estructuras de los compuestos, su forma de interaccion y su mecanismo de accion en cada
linea celular, pues esta podria variar dependiendo del origen que tiene cada una de estas
lineas, pues HeLa y CaSki trasncriben activamente el ARN vy sintetizan las oncoproteines
E6 Y E7 del VPH (VPHI18, VPH16), mientras que ViBo no presenta esta caracteristica.

Gasser et al. 2011 hablan de los compuestos organometalicos y de como estos ofrecen
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amplias oportunidades en el disefio de nuevas clases de compuestos medicinales,
potencialmente con nuevos metales con modos especificos de accion. Distintos compuestos
organometalicos de Sn han demostrado tener actividad antiproliferativa en diversas lineas
tumorales humanas. Si bien en todas ellas se ha observado pérdida de viabilidad, también es
cierto que la magnitud del efecto ha sido distinta, como cabe esperar teniendo en cuenta el
origen y las caracteristicas fenotipicas de cada una de las lineas celulares estudiadas. El
¢éxito del desarrollo de inhibidores de ciertas cinasas por el rutenio por Meggers y
colaboradores demuestra de forma impresionante esta capacidad (Gasser et al. 2011). En
comparacion con un estudio donde se valor6 la actividad citotéxica de compuestos
organometalicos derivados de estaio SnCy3(DMNI), SnCy3(BZDO), SnCy3(DMFU),
SnPh2(BZDO)2 en las lineas celulares de adenocarcinoma de pancreas PANC-1, de
erotroleucemina k562, y en dos lineas de glioblastoma multiforme U87 y LN-229, los
compuestos mostraron una alta actividad antiproliferativa ante todas las lineas tumorales
con valores de Clsq entre 150- 700 nM. La distribucion del ADN celular tras la incubacion
de las células con los complejos organometalicos revelan que, mientras los compuestos
provenientes de ciclohexiltinas derivadas de la posicion 5, SnCy3(DMNI), SnCy3(BZDO),
SnCy3(DMFU) inducen apoptosis en la mayoria de las lineas celulares, el carboxilico
octaédrico de Sn, SnPh2(BZDO)2 no afecta la viabilidad celular en ninguna linea, lo que
indico que en este tipo de compuestos existe una posible diferencia en sus mecanismos

citotoxicos.

En la evaluacion de liberacion de la enzima LDH, los valores no se consideran
relevantes para ser considerados inductores de muerte por necrosis, sin embargo se ha
observado que la perdida de viabilidad celular es mayor que el grado de apoptosis
producido por los compuestos organometalicos, lo cual sugiere que, ademas de apoptosis,
otros mecanismos de muerte celular deben dar cuenta a la elevada citotoxicidad provocada
por estos compuestos, tales como el proceso de necrosis frecuentemente asociado a muchos
farmacos antitumorales organometalicos (Gasser et al. 2011 ). Cada uno de los TBSnx-Lx
vario en cuanto a su actividad necrdtica, pues a pesar de que en unos la concentracion varia
como en el TBSn4-L1 (CaSki 0.71ug/ml, HeLa 11.14pug/ml y ViBo 8.99ug/ml) el efecto
necrotico en células tumorales es escaso mientras que para las células linfociticas este

parametro fue alto lo que demuestra que este efecto no depende de la concentracion y que
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este derivado es naturalmente citotoxico, por lo que se descarta como posible candidato
para continuar con estudios posteriores. Se ha observado que la apoptosis inducida por los
derivados de Sn, puede ser dependiente o no de la actividad de caspasas. Por lo que se
sugiere realizar técnicas que deliberen esto resultados y determinen cual es el proceso por el
cual se da una pérdida de proliferacion celular, como la de caspasa 3 para verificar si
derivado TBSn2-L1c que fue el que presento menor toxicidad inducen apoptosi. Por otro
lado también seria conveniente realizar el analisis del efecto de los compuestos sobre otras
lineas celulares de céancer diferente a la de CaCu (pulmoén, mama, prostata, etc.) con la
intencion de determinar si su efecto antitumoral es independiente del tipo del tumor, o es
especifico de tumores de CaCu.

Los compuestos evaluados tienen una estructura tetraé¢drica que se obtuvo gracias a su
unidon con diversos grupos funcionales teniendo como base al tributil estafio. Los
compuestos Triorganoestanicos adoptan cuatro coordenadas es decir estructuras tetraédricas
distorsionadas en disolventes no coordinantes como se deduce de los estudios de RMN,
estan bastante bien conocido como bactericidas y fungicidas (Gielen et al. 2005)

.Wu et al. 2009 menciona que los grupos tetracoordinados tienen una fuerte tendencia a
incrementar su coordinacion y por lo tanto una mayor capacidad de interactuar con grupos
funcionales de proteinas y/o acidos nucleicos presentes en el organismo. El conocimiento
de uniones selectivas y especificas de especies organometalicas a sitios donadores en
estructuras bioldgicas, y aun en moléculas pequenas bioldgicamente relevantes, es muy
importante para la elucidacion del mecanismo de accidon de estos compuestos en humanos
(Katsoulakaou et al.2008). Aparentemente las pequefias diferencias en la estructura de los
compuestos TBSnx-Lx les dan una actividad biologica distinta, implicando una relacion
directa entre la estructura de la molécula, su actividad biologica, el ambiente de
coordinacion del metal; y que el ligando anidnico también tiene relacion con el grado de
actividad de los compuestos organometalicos (Rojas-Oviedo et al. 2014). En estos
derivados el fenilamino del TBSn2-L1C pare ser el mejor grupo, pues su interaccion con el
resto de la molécula y el estafio a su vez permiten que la interaccion con las células
cancerosas y linfociticos intervenga en su proliferacion pero no de manera necrética. Le

seguirian en orden de menor actividad citotoxica el nitro fenil amino del TBSn1-L1, el (5-
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nitro-1,3-tiazol-2-i1) amino del TBSn3-L2 y por ultimo (5-oxo-1-fenil-1,5-dihidro-1-H-
pirazol 2,3 dimetil-4-il) amino del compuesto TBSn4-L1.

Es evidente que la explotacion de las distintas propiedades de los complejos metalicos
de compuestos bioldgicamente activos merece mas atencion. Se espera que la llegada de los
complejos organometdlicos en los ensayos clinicos mejorara la aceptacion de tales
compuestos en la industria farmacéutica y apoyar a nuevas investigaciones en el fascinante

ambito de las drogas organometalicos y sus dianas bioldgicas.

Conclusiones.

Los compuestos organoemtalicos derivados del trifelestafio si ejercen una baja en la

capacidad proliferativa en las lineas HelLa, CaSki y ViBo provenientes de CaCu.

Las concentraciones a la cual se disminuye la densidad celular en un 50 % para las

células provenientes de CaCu para la linea CasKi son: 0.68, 2.36, 2.53 y 0.72pg/ul.

Las concentraciones a la cual se disminuye la densidad celular en un 50 % para las

células provenientes de CaCu para la linea HeLa son: 0.51, 0.27, 12.87 y 11.14 pg/pl.

Las concentraciones a la cual se disminuye la densidad celular en un 50 % para las

células provenientes de CaCu para la linea ViBo son: 10.84, 8.85, 10.30 y 8.99 nug/ul.

La linea celular mas susceptible fue CasKi y la que mayor resistencia presento fue

ViBo.

Los compuestos TBSnx-Lx presentan gran variabilidad en los IC50 obtenidos, lo
que aparenta una interaccion distinta entre la estructura de estas moléculas con las

células.

Los porcentajes de muerte por necrosis obtenidos para estos compuestos
organometalicos pueden considerarse insignificantes, sin embargo en células
linfociticas no tumorales el nivel de esta enzima es considerable, por lo que se infiere
que estos compuestos si bien no son citotoxicos para células tumorales, no discrimina
ante células no tumorales por lo que se considera que estos compuestos no permiten

obtener beneficio en su utilizacion.
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De los grupos funcionales que se utilizaron para la sintesis de estos compuestos, es
el fenilamino es el que otorgo menor citotoxicidad, le siguen el nitro fenil, 5-nitro-1,3-
tiazol-2-il y fue el 5-oxo-1-fenil-1,5-dihidro-1-H-pirazol, 2-3 dimetil (4-il) amino el que

presento una citotoxicidad mas elevada.

La hipétesis solo se cumplié en la parte de antiproliferacion, pues estos compuestos
fueron capaces de reducir el nivel celular para las tres lineas celulares. Los efectos de
citotoxicidad obtenidos demuestran una relacion de las estructuras con su actividad
bioldgica. De los cuatro disefios generados para estas moléculas solo el grupo funcional
fenilamino cumplio el objetivo de la creacion de estos compuestos pues pudo reducir el
efecto citotoxico, sin embargo es dependiente de la concentracion. Se descarta la
posibilidad de seguir estudiando estos compuestos pues se les considera poco selectivos

y altamente citotoxicos.
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APENDICE

Preparacion de Reactivos:

Verseno

Esta solucion se emplea para despegar las células tumorales adherentes y funciona
como agente quelante que atrae iones calcio y magnesio de las uniones celulares. Para su
preparacion se utilizan las siguientes sustancias:

+ Tris base 3.04 g (SIGMA, U.S.A)

+ Cloruro de sodio 8.00 g (SIGMA, U.S.A)

% Cloruro de potasio 0.04 g (SIGMA, U.S.A)

+ Etilen- diamen- tetra- acético (EDTA) 0.40 g (SIGMA, U.S.A)

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada, que ajusta al pH a 7.7 con
HC1 1 M y se afora a 1000 ml de agua bidestilada. La solucion se esteriliza por medio de

autoclave a 20 Ibs durante 20 min.

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
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Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiologicas estables durante
periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Los
componentes se diluyen en un volumen final de 1 litro de agua bidestilada.

+ Cloruro de sodio 8.00 g (SIGMA, U.S.A)

+ Cloruro de potasio 0.20 g (SIGMA, U.S.A)

+ Fosfato mono-acido de sodio 2.16 g (SIGMA, U.S.A)

+ Fosfato di-acido de potasio 0.20 g (SIGMA, USA)

El Cloruro de Sodio se disuelve, el Cloruro de Potasio, el Fosfato mono-acido de sodio
y el Fosfato di-acido de potasio se disuelven en 900 ml de H20 bi-destilada. Se ajusta el
pH a 7.2 - 7.4 utilizando HC1 8 N y se afora finalmente a un volumen final de 1000ml. Esta
soluciodn se esteriliza por medio de filtros de membrana (Millipore) con didmetro de poro de

22 micras, la solucion se almacena a 4 °C hasta el momento del uso.

Colorante Cristal Violeta

La solucién de cristal violeta se prepara al 0.1 % en una soluciéon amortiguadora de
acido formico 200 mM pH 6, la cual consiste en agregar 3.96 g. de NaOH y 4.28 ml. de
acido foérmico aforados a 500 ml con agua bidestilada. Una vez preparada la solucion se

filtra y posteriormente se usa.

Glutaraldehido
A 1.57 ml de glutaraldehido (70 % v/v) se le agrega 98.43 ml de agua bidestilada, se

almacene a 4 °C.

Solucion de acido acético (10 %)

A 10 ml de acido acético glacial (J. T. Baker) se le agrega 90 ml de agua bidestilada.
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