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CaCu Cancer cérvico uterino

CO, Dibxido de carbono
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h Horas
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1. Resumen

El cancer es una de las principales causas de incidencia y mortalidad a nivel mundial. EI cancer
cérvico uterino es uno de los canceres que afectan directamente a la poblacion femenina, el cual se
encuentra en la cuarta causa de muerte e incidencia a nivel mundial mientras que para México se
ubica en la segunda causa de muerte para las mujeres. Los tratamientos actuales contra dicha
enfermedad son efectivos en canceres que se detectan a tiempo, UGnicos y de facil acceso, sin
embargo, en pacientes metastasicos 0 en etapa terminal, éstos resultan ser poco selectivos e
ineficientes, generando efectos secundarios graves en los pacientes en estadios avanzados de la
enfermedad. Por ello se han buscado compuestos que puedan tener una actividad antiproliferativa
con una baja o nula actividad necrética que pueda minimizar los efectos secundarios. Al respecto se
han encontrado moléculas como los ditiocarbamatos, B-nitroestireno y la piperazina / 2,5-diazabiciclo
[2.2.1] heptano que por si solos se han reportado en la literatura como agentes antiproliferativos, por
lo cual surgio la idea de combinar estas tres moléculas en un solo compuesto, dando origen al tert-
butyl 5-(((1-(4-methoxyphenyl)-2-nitroethyl)thio) carbonothioyl)-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-
carboxylate (SL-108) y dado que es un compuesto nuevo, en este trabajo se evalué la actividad
antiproliferativa, necrética y apoptética de éste en las lineas tumorales HelLa, CaSki y ViBo. Los
resultados obtenidos muestran que el compuesto SL-108 afecta negativamente el potencial
proliferativo de las células tumorales HelLa, CaSki y ViBo de una manera dosis dependiente, con
valores de ICso 2.4 ug/ml, 2.8 ug/my 1.5 pg/ml respectivamente. La nula o baja actividad de la enzima
citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH) determinada en los sobrenadantes de los cultivos
tratados con el compuesto indican que el compuesto SL-108 presenta una baja o nula actividad
necrética en las células tumorales. De igual manera, la observacion de una condensacion de la
cromatina nuclear, la formacién de cuerpos apoptoticos y la positividad a caspasa-3 activa de los
cultivos tratados con el compuesto SL-108, sugiere que éste induce a las células tumorales a una
muerte apoptdtica. En relacién con las células no tumorales (linfocitos de sangre periférica humana),
las concentraciones de ICsp no afectaron el potencial proliferativo de los linfocitos ni se detecté
actividad de LDH en los sobrenadantes de los cultivos celulares tratados con este compuesto,
sugiriendo que el compuesto SL-108 podria ejercer una accion selectiva, haciendo de este
compuesto un digno candidato para ser estudiado como un posible farmaco con potencial

terapéutico contra el cancer.
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2. Marco teorico
2.1. Lacélula

La célula es la unidad de la vida méas pequefa rodeada de una membrana que contiene una solucion
acuosa concentrada de sustancias quimicas y dotadas de la extraordinaria capacidad para efectuar
todas las actividades propias de la vida lo que implica llevar a cabo el metabolismo, mantener la

homeostasis, crecer y reproducirse (Alberts,2006; Vasquez, 2018).

Todas las células se componen de las mismas sustancias: una gran variedad de iones, moléculas
inorgénicas y organicas, de las cuales se forman el agua, las sales, los carbohidratos, los lipidos, las
proteinas y los acidos nucleicos, que estructuran a la propia célula y participa en los procesos

bioguimicos que mantienen su vida (Vasquez, 2018).

La vida de estas células est& gobernada por el llamado ciclo celular dentro del cual la célula crece,
se desarrolla y se reproducen dando lugar a nuevas células. Estas a su vez, reemplazaran a las

previamente existentes, que acabaran envejeciendo y muriendo (Hidalgo, et al, 2017)
2.2 Ciclo celular

El ciclo celular es una serie de eventos ordenados que llevan a la division celular y a la produccion
de dos células hijas, cada una de las cuales contiene cromosomas idénticos a los de la célula
parental (Lodish, et al, 2015) mediante la activacién y la inactivacion ciclicas de proteinas y
complejos proteicos que inician o regulan la replicacion del ADN, la mitosis y la citocinesis. Las
reacciones de fosforilacion que controla el ciclo celular son llevadas a cabo por un conjunto
especifico de proteincinasas, enzimas que transfieren un grupo fosfato de una molécula de ATP a
una cadena lateral de aminoacidos de la proteina diana. Los efectos de la fosforilacion pueden
revertirse con rapidez mediante la eliminacién del grupo fosfato, reaccién que depende de otro

conjunto de enzimas denominadas proteinfosfatasas (Alberts & Bray, 2006).

Su funcién no es solamente originar nuevas células sino asegurar que el proceso se realice en forma
debida y con la regulacion adecuada. Un ciclo celular tipico se da en dos fases gigantes que son: la
interfase que se divide en tres fases: G1, Sy G2 y la mitosis que se divide en profase, prometafase,

metafase, anafase, telofase y citocinesis (Lomanto, 2003).

En la interfase, en G1 es un periodo de actividad bioquimica intensa, la célula crece en tamafio y
sintetiza ARN y proteinas requeridas para la sintesis de ADN. Cuando las células han alcanzado el
tamafio apropiado y han sintetizado las proteinas requeridas, entran en el ciclo atravesando un punto
en G1 que se considera como START (Lodish, et al, 2015).

La fase S se caracteriza por la replicacion del DNA nuclear. Dado que el ADN lleva la informacién

genética de la célula, antes de la mitosis debe generarse dos juegos o complementos de ADN
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idénticas para ser repartidas entre las dos células hijas. El ADN es una doble hélice que durante la
replicacion se abre y cada cadena es utilizada como molde para la produccién de una nueva doble
cadena, que queda unida a la original y que sirve como guia. El proceso clave de la replicacion del
ADN ocurre durante la fase S (sintesis) del ciclo celular, momento en el cual las histonas (H1, H2a,
H2b, H3 y H4) y otras de las proteinas asociadas al ADN son sintetizadas (ADN polimerasas, ligasas,
topoisomerasas entre otras) (Lomanto, 2003). A continuacién la célula pasa a la fase G2, durante la

cual crece otro poco y luego sintetiza las proteinas que necesita para dividirse. (Audersik, et al, 2013).

( @
" 0 Fase G1

Periodo de crecimiento g_,cneral Fase GO
Inicio del Ciclo

. “ CItOCIﬂESIS - %
) z -
- 5 Fase S
: =R Fase M z CICLO CELULAR Ocurre la Sintesis de ADN.
0 H H m Los cromosomas se replican.
__ Mitosis =
(\{;\; >
S o)

Fase G2 &

Continua el crecimiento. S 4

La célula se prepara para la division.

Figura 1. Ciclo celular. Se muestra las dos fases que comprenden el ciclo celular: la Interfase (G1, Sy G2) y la

Fase M. (Tomado y modificado de http://biologiaroja.blogspot.com/2017/04/ciclo-celular.html).

Una vez terminada la fase G2, se da comienzo a la fase M (mitética) que esta dividida en varias
etapas, comenzando con la profase donde la envoltura nuclear se retrae al interior del reticulo
endoplasmatico y las membranas del Golgi se rompen y se convierten en vesiculas que es necesario
para la formacién del huso mitético. Un complejo de multiproteinas, el cinetocoro se ensambla en
cada centrosoma. Después de la ruptura de la envoltura nuclear, los cinetocoros de las cromatidas
hermanas se asocian con los microtibulos que vienen de los polos opuestos del huso y los
cromosomas se relnen en una placa metafasica en el centro de la célula en la metafase, a
continuacion en la anafase las cromatidas hermanas se separan una vez completado este proceso,

el huso mitotico se desensambla y los cromosomas se descondensan en la telofase. La envoltura
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nuclear se vuelve a formar alrededor de los cromosomas segregados y la citocinesis da paso a la

division fisica del citoplasma dando como resultado dos células hijas (Lodish, et al, 2015).

Los procesos basicos tales como la replicacion del ADN, la mitosis y la citocinesis se ponen en
marcha mediante un sistema de control central del ciclo celular. Los puntos de chequeo actdan en
lugares cruciales del ciclo celular, es decir, entre el final de una etapa y el inicio de la siguiente; uno
de ellos se encuentra en G1, justo antes de entrar en fase S y el otro en G2 antes de la mitosis. En
estos puntos de control se examina el estado nutricional, la masa celular, procesos de crecimiento,
estado del ADN, estados de las particulas, entre otros elementos necesarios para a un ciclo celular

tipico normal (Lomanto, 2003).

El sistema de control del ciclo celular esta basado en dos familias claves de proteinas. La primera
es la familia de las proteinas cinasas dependientes de ciclinas (CDK), las cuales sufren fosforilacién
sobre sus aminoacidos (serinas y treoninas). La segunda familia son las ciclinas (CDC) (llamadas
asi debido a que aparecen y desaparecen a lo largo del ciclo), las cuales se unen a las CDK's y
controlan sus reacciones de fosforilacion. El ensamblaje ciclico entre estos dos compuestos, ciclinas
y CDK, su activacion y desensamblaje son los procesos centrales que dirigen el ciclo celular
(Lomanto, 2003).

Solo una coordinada maquinaria reguladora, donde interviene un gran niimero de factores, puede
mantener el equilibrio necesario entre los procesos que entrafia la proliferacién de las poblaciones
celulares, definida como el incremento del nimero de células, resultado del comportamiento del ciclo

celular y del equilibrio entre crecimiento, division y muerte celular (Sanchez, 2001).

2.3. Muerte celular

La muerte celular programada desempefia un papel importante durante el desarrollo embrionario, en
el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos del organismo, y en la eliminaciéon de las células
dafiadas (Fuchs & Steller, 2011). Asi, los episodios que rodean a la muerte celular programada
entran a formar parte de los procesos fisiolégicos que resultan necesarios para el funcionamiento
normal de un organismo (Jordan, 2003). El organismo humano se caracteriza por tener una marcada
estabilidad para mantener el medio interno, gran parte de este control es gracias a un amplio sistema
de regulacion que permite un balance apropiado entre la pérdida, renovacion y diferenciacién celular
(Craig, 1995). Sin embargo, un dafo irreversible puede hacer que se alcance un punto sin retorno;
cambios morfoldgicos, funcionales y bioquimicos irreversibles que impiden a las células realizar sus
funciones vitales y las arrastran a la muerte. La muerte de las células puede desencadenarse por
multiples causas: pérdida de su funcion, dafio mecanico, infeccion por microorganismos 0 Vvirus,

accion de agentes quimicos toxicos o la falta de nutrientes (Iracheta, 2007).
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El Comité de Nomenclatura sobre muerte celular (NCCD) publicé en 2018 una nueva clasificacion
sobre muerte celular desde una perspectiva morfolégica, bioquimica y funcional dentro de las cuales
incluyen 13 tipos de muerte celular donde encontraremos a la apoptosis y la necrosis (Galluzzi, et al
2018).

2.3.1. Apoptosis

La apoptosis, o muerte celular programada, es un proceso celular genéticamente controlado a través
del cual las células inducen su propia muerte en respuesta a determinados estimulos. Dicho
fenémeno bioldgico es fundamental, permanente, dinamico e interactivo. Es una forma de suicidio
celular genéticamente definida, que ocurre de manera fisioldgica durante la morfogénesis, la

renovacion tisular y en la regulacion del sistema inmunitario (Machado & Concepcién, 2012).

Dicho fenbmeno puede estar frenado, en equilibrio o estimulado. Por ejemplo, est4 en equilibrio
respecto de la mitosis en los tejidos adultos sanos. Es muy significativo su rol homeostatico en la
médula 6sea, donde debe destruir de manera constante la mitad de una inmensa cantidad de células
que sélo en leucocitos significa 5 x 10! cada 24 h (Machado & Concepcion, 2012). Cuando esta
ausente o frenado se puede manifestar como cancer o autoinmunidad, mientras que la muerte
acelerada o estimulada se aprecia en enfermedades degenerativas agudas y crénicas,

inmunodeficiencias e infertilidad (Danial, 2009).

La apoptosis es un proceso activo que implica sintesis proteica, en el cual la célula sufre una serie
de cambios morfolégicos que revelan; condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear (Prado,
1997), rotura especifica de proteinas celulares, la rotura endolitica del ADN en fragmentos
oligonucleosémicos (Cascales, 2003), las proteinas del citoesqueleto se desensamblan, la funcién
mitocondrial se reduce (Iracheta, 2007) y finalmente ocurre la fragmentacion de la célula en cuerpos
apoptoticos. Los cuerpos apoptéticos son fagocitados por macréfagos o incluso por células vecinas
(Cascales, 2003) evitando asi una respuesta inflamatoria (Figura 2). La liberacién de los cuerpos
apoptoticos inspiro el término de “apoptosis”, palabra griega que significa “caerse o desprenderse”,

que evoca la caida de las hojas de los arboles en otofio (Rojas, Salmen, & Berrueta, 2009).

Estas dramaticas alteraciones celulares, que permiten el empaquetamiento de la célula moribunda
y su subsiguiente envoltura por células vecinas o fagocitos, pueden ser atribuidas a las acciones de
las caspasas, una familia de proteasasas dirigidas por cistein-aspartato que escinden una amplia
gama de proteinas celulares. Aunque la escisién de muchos sustratos de caspasa es necesaria para
el empaquetamiento estructural de los contenidos celulares durante la apoptosis, un subconjunto de
sustratos de caspasa son moléculas de sefializacién cuya escision altera sus propiedades de

sefializacion para afectar el entorno interno de la célula moribunda. A su vez, las moléculas de
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sefializacion pueden modular la funcion de la caspasa para alterar positiva o negativamente la

trayectoria del programa de muerte celular (Kurokawa & Kornbluth, 2009).

Este proceso puede constar de tres fases principales dentro de las cuales podemos encontrar: fase
efectora, fase degradativa y fase de eliminacién, para que estas cascadas de eventos se den se
necesita de dos clases de proteasas especializadas: las caspasas iniciadoras y las caspasas
efectoras. Las caspasas iniciadoras (8, 9, 10) se activan después de un estimulo apoptético por auto-
protedlisis. Las caspasas efectoras o ejecutoras (3, 6, 7) se activan por las caspasas iniciadoras en
una cascada amplificadora. La activacion de las caspasas es una etapa crucial para la activacion de

la apoptosis cualquiera que sea el estimulo (Cascales, 2003).

Celula
normal

Fase
efectora

Condensacion de la
cromatina

Vesiculas de membrana

Fragmentacion
celular

Cuerpo

apoptético APOPTOSIS

f
)
~~ Fagocitosisde
fragamentosy cuerpos
apoptoticos

Figura 2.Proceso apoptotico que comprende las siguientes fases: efectora, degradativa y la fase de eliminacién
con sus distintos cambios morfolégicos que se presenta. Tomada y modificada de

http://bioclogueandomol.blogspot.com/2017/05/que-es-la-apoptosis-la-apoptosis-se.html.
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Vias de activacion de la apoptosis

Existen dos vias por las que se puede activar la cascada amplificadora de caspasas, una que es
mediada por ligandos que llegan a la célula (extrinseca) y la otra via es mediada por el estrés celular

o la lesién en la membrana mitocondrial (intrinseca).

Via Extrinseca: activada por medio de ligandos que llegan a receptores de muerte

La primera via por la cual se puede activar un proceso apoptotico es a través de ligandos que llegan
a los receptores de muerte que se localizan en la membrana plasmética de la célula y los cuales

activan esta cascada de reacciones rio abajo para culminar el proceso apoptotico.

Esta via se activa cuando la célula comienza a recibir sefiales proapoptoéticas desde el exterior y de
las células vecinas. Dos familias de receptores se han identificado con estas caracteristicas: la
proteina Fas y el factor de necrosis tumoral (TNF) (Machado & Concepcion, 2012). Cuyos miembros
tienen en comun un dominio extracelular rico en cisteina, un dominio transmembrana y una
secuencia en su dominio citoplasmatico para acoplar el receptor con el resto de la maquinaria
apoptotica (Iracheta, 2007) (Figura 3).

La activacion de esta via se da cuando un ligando de muerte (FasL) se une a su receptor especifico
(Fas) en la superficie celular lo que provoca la formacién de un complejo homotrimérico minimo
ligando-receptor, que seguidamente recluta factores citosélicos, tales como FADD y procaspasa 8,
10 o ambas formando el complejo DISC (complejo de sefalizacion inductor de muerte) que conduce
a la activacion de procaspasas iniciadoras tales como la caspasa 8, la cual posteriormente rompe y
activa a las caspasas efectoras 3, 6 y 7 (Rojas, Salmen, & Berrueta 2009; Baeza, 2014) que son las
principales responsables de los cambios morfol6gicos y bioquimicos que ocurren en las células
apoptoticas ya que entre sus sustratos se encuentran proteinas del citoesqueleto, de la membrana

nuclear y las encargadas de la reparacién del ADN, entre otras (Torres & Vargas, 2003).

Esta via puede ser regulada por diferentes factores, entre ellos el inhibidor de las proteinas

apoptoticas (IAP) que afecta a las caspasas iniciadoras y a las ejecutoras (Cascales, 2003).
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Figura 3. Vias de activacion del proceso apoptético. La via extrinseca es activada a través de la llegada de un
ligando a un receptor de muerte mientras que la via intrinseca se activa mediante estimulos internos como el

estrés mitocondrial. (Tomada y modificada de Calvino & Parra, 2010).

Via intrinseca o mitocondrial

Este tipo de via se activa cuando la célula recibe desde el interior una sefal en respuesta a una
lesion u otras formas de estrés, como el dafio en el ADN, falta de oxigeno, de nutrientes o de sefiales
de supervivencia (Baeza, 2014), dafio en el citoesqueleto, estrés del reticulo endoplasmatico,
pérdida de adherencia e inhibicion de la sintesis macromolecular y otros (Chipuk, Bouchier & Green,
2006). En este proceso estan involucradas proteinas de la familia de Bcl-2 que pueden actuar
inhibiendo (proteinas antiapoptéticas: Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-2w, etc) o favoreciendo (proteinas pro-
apoptoticas: Bax, Bcl-XS, Bak, etc) la apoptosis (Kroemer, 1999). Al activarse las proteinas pro-
apoptoéticas Bax, Bak de esta familia se producira un poro en la membrana externa de la mitocondria
lo que permitira la liberacion de numerosas proteinas al citosol como el citocromo ¢ (Machado &
Concepcidn, 2012) una vez ahi se une a Apaf-1 (factor activador de proteasas apoptéticas-1) que en
presencia de ATP se forma el complejo proteico llamado “Apoptosoma”, el cual recluta y activa a la
procaspasa 9 mediante protedlisis auto catalitica, la cual una vez activada puede activar a las
caspasa 3, 6 y 7 para terminar con el proceso apoptotico (Torres & Vargas, 2003) (Figura 3). Por
otro lado, a la salida de citocromo c desde la mitocondria, otra proteina llamada SMAC/DIABLO la

cual es inhibidor de los inhibidores de caspasas (IAPS) sale de la misma. Asi se tiene una via en la
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que la caspasa efectora esta libre de actuar (dado que sus inhibidores fueron evitados por
SMAC/DIABLO) y la apoptosis continta de forma natural (Rotstein, et al, 2003).

Necrosis

La necrosis es una forma de muerte celular calificada como violenta, que se origina debido a una
lesion aguda e irreversible que es derivada de una situacion no fisioldgica o patolégica que no puede
ser reparada por el mecanismo de adaptacion y de resistencia de la célula. Esta puede ser causada
debido a agentes nocivos, condiciones o circunstancias determinadas como por ejemplo: un aporte
insuficiente de sangre al tejido (isquemia), falta de oxigeno (hipoxia), un traumatismo, la exposicion

a la radiacion ionizante, la accion de sustancias quimica o toxicos (Iracheta, 2007).

Las células que mueren por necrosis presentan caracteristicas morfolégicas y bioquimicas
distintivas: los cambios tempranos incluyen aumento del volumen celular, ruptura de la membrana
plasmatica y liberaciéon del contenido celular al microambiente, lo que desencadena un proceso
inflamatorio que dafia a las células vecinas (Torres & Vargas, 2003). Dicha degeneracion celular es
pasiva sin un requerimiento de energia en forma de ATP. El proceso inflamatorio conduce a las
células vecinas también hacia la muerte, atrayendo, al mismo tiempo, a las células inflamatorias, lo
que hace que en las &reas donde se observan células necréticas sea frecuente encontrar nuevas
células que desarrollan este tipo de muerte celular, ademas de originar una reaccién de inflamacion

y una cicatriz fibrosa que deforma el tejido y el 6rgano afectado (Jordan, 2003).

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima detectable en el citoplasma de casi todas las células
del ser humano, que se convierte extracelular después de la muerte celular, por lo tanto su presencia

extracelular esté siempre relacionada con la necrosis celular y lesion tisular (Puentes, 2016).
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Figura 4. Muerte celular por necrosis, los cambios morfolégicos caracteristicos de este tipo de muerte incluyen
la rotura de la membrana plasmatica y la liberacion del contenido celular al medio lo que provocara un proceso
inflamatorio. (Tomada y modificada de fisiopatologiahumana.wordpress.com/2015/10/30/muerte-celular-

necrosis-y-apoptosis/).
2.4. Cancer

El cancer es una proliferacion celular descontrolada causada por factores fisicos, quimicos,
genéticos o bioldgicos (Quezada, 2007). Que permite la acumulacion de alteraciones genéticas y
epigenéticas que posibilitan a las células sobrevivir, replicarse y evadir mecanismos reguladores de

apoptosis, proliferacion y del ciclo celular (Willingham, et al, 2004).

Un céncer es resultado de dos procesos sucesivos: el aumento de la proliferacion de un grupo de
células denominado tumor o neoplasia junto con la adquisicion por estas células de la capacidad
invasiva que le permite escapar de su sitio natural y colonizar nuevos tejidos u 6rganos en un proceso

conocido como metastasis (Mufioz, 2004). Estas caracteristicas son usadas para definir un cancer.

Por lo que si un tumor solo tiene lugar donde normalmente se halla, se habla de un tumor benigno

(Mufioz, 2004) pero si por el contrario el tumor es capaz de invadir el tejido normal adyacente y
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propagarse por el cuerpo a través del torrente sanguineo o linfatico se le conoce como tumor maligno

0 cancer (Cooper & Hausman, 2009).

Los tumores se clasifican generalmente segin 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 muasculo, 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 & Hausman; 2009).

El grado de malignidad del cancer es variable, basicamente depende de la agresividad de sus células
y caracteristicas bioldgicas. Son capaces de diseminarse y provocar metastasis (anidarse) en
organos y tejidos distantes. Su velocidad de crecimiento va mas alla de los limites normales y, sus
vias de diseminacion pueden ser a través del sistema linfatico (diseminacién linfatica) o del
circulatorio (diseminacion hematica) o, por extension e invasion directa a los tejidos vecinos (De la
Garza & Juéarez, 2014).

Segun la OMS el cancer es la segunda causa de muerte en el mundo; en 2015, ocasioné 8,8 millones
de defunciones. Casi una de cada seis defunciones en el mundo se debe a esta enfermedad.
Actualmente se conocen mas de 200 tipos diferentes de cancer dependiendo del tejido del que se

deriven. Los canceres mas frecuentes a nivel mundial se muestran en la figura 5.

Tasas de incidencia y mortalidad para el Mundo en 2018
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Figura 5. Tasas de incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cancer a nivel mundial. (Tomada
y modificada de https://gco.iarc.fr/).
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2.4.1. Factores de riesgo

e Factores fisicos

Dentro de los agentes fisicos que pueden causar cancer se encuentran las radiaciones ionizantes
(rayos X), las radiaciones no ionizantes (rayos ultravioleta del sol) y las radiaciones que emite la
propia corteza terrestre (radon) (AECC, 2018). El poder mutagénico de las radiaciones se debe al
potencial mutagénico que tienen al incidir sobre la molécula de ADN, a la que alteran de distintos
modos, causando roturas en las cadenas de nucle6tidos o induciendo la formacion de enlaces
covalentes estables entre las bases de la misma o de distinta cadena, lo que genera a su vez errores
durante la replicacién o expresion del ADN, mientras que para las radiaciones de radén es probable
que su mecanismo de accion se debe a que puede provocar deleciones o pérdidas de fragmentos

en el ADN, y de translocaciones cromosémicas (Mufioz, 2004).

e Factores Quimicos

Existen una larga lista de agentes quimicos, muchos de ellos generados por la actividad industrial
humana que pueden inducir un cdncer por medio de su mecanismo de accion que implica la unién
covalente con el ADN, dafiando su estructura y provocando mutaciones. El tipo de mutacién que
causan varia de un compuesto a otro. Dentro de estos compuestos se encuentran las nitrosaminas,
arsénico, plomo, niquel, mercurio, cadmio, benceno, hidrocarburos clorados, entre otros (Mufoz,
2004).

e Factores Biolégicos

Los agentes biolégicos que pueden favorecer a la aparicién del cancer han tomado gran relevancia
ya que el 18% de los canceres son atribuibles a infecciones persistentes provocadas por virus,
bacterias o parasitos, entre los que destacan el virus del papiloma humano (cancer de cuello uterino),
el virus de la hepatitis B (cancer de higado) y el Helicobacter pylori (cancer de estémago) (AECC,
2018). Los virus afectan debido a que presentan en su propio genoma versiones mutadas de
protooncogenes celulares que afectan a la maquinaria celular, esto se debe a que cuando los virus
expresan sus genes también expresan estos oncogenes que causan el desarrollo de tumores en el

organismo infectado (Mufioz, 2004).

2.5. Cancer cérvico uterino

El cancer de cuello uterino o cancer cervical se origina en las células que revisten el cuello uterino,
la parte inferior del Gtero (matriz). Algunas veces se le llama cérvix uterino. El feto crece en el cuerpo

del utero (la parte superior). El cuello uterino conecta el cuerpo del Gtero con la vagina (el canal por
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donde nace el bebé). La parte del cuello uterino méas cercana al cuerpo del Gtero se llama endocérvix
y esta cubierto por células glandulares mientras que en la parte pr6xima a la vagina es el exocervix
y esté cubierto por células escamosas. Estos dos tipos de células se encuentran en un lugar llamado
zona de transformacién. La ubicacion exacta de la zona de transformacién cambia a medida que
envejece y si da a luz. La mayoria de los canceres de cuello uterino se originan en las células de la
zona de transformacion (Figura 6). Estas células no se tornan en cancer de repente, sino que las
células normales del cuello uterino primero se transforman gradualmente con cambios

precancerosos, los cuales se convierten en cancer (ACS, 2018).

Existen dos tipos de cancer cérvico uterino; los carcinomas de células escamosas que se originan
con mayor frecuencia en la zona de transformacion (donde el exocérvix se une al endocérvix) y el
cual es responsable de 9 de cada 10 casos de los canceres de cuello uterino mientras que los
adenocarcinomas se originan de células glandulares productoras de mucosidad del endocérvix. Y
con menor frecuencia se presentan los carcinomas adenoescamosos 0 carcinomas mixtos que
tienen caracteristicas tanto de carcinomas de células escamosas como de los adenocarcinomas
(ACS, 2018).

Cancer cervico uterino

Trompa de
falopio

Endocérvix
Células glandulares

Exocérvix
Células escamosas

Zona de transformacién
Donde las células glandulares se
transforman en células escamosas

Figura 6.Células que revisten el cuello uterino. La zona intermedia entre el exocérvix y el endocérvix es la
llamada zona de transformacion en la cual se desarrollan la mayoria de los canceres cérvico uterinos. (Tomadas
y modificadas de https://www.bupa.co.uk/health-information/cancer/cervical-cancer,
https://www.jostrust.org.uk/about-cervical-cancer/cervical-screening-smear-test-and-abnormal-cells/abnormal-

cervical-screening-results).
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El cancer de cuello uterino ocupa el cuarto lugar de incidencia y mortalidad a nivel mundial, con un
estimado de 569,847 nuevos casos en el 2018, mientras que para México se ubica en el tercer lugar
de incidencia con un estimado de 7 869 casos y el segundo lugar en mortalidad con 4 121 muertes
en el afio 2018 (GLOBOCAN, 2018) convirtiéndose en un problema de salud para la poblacién

femenina (Figura 7).

Tasas de incidencia y mortalidad para México en 2018
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Figura 7. Tasa de incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cancer en México, se aprecia que el cancer
cérvico uterino se ubica en el tercer lugar de incidencia y el segundo lugar en mortalidad para México (Tomado

y modificado de https://gco.iarc.fr/).

Pueden existir diferentes factores de riesgo por los cuales se puede desarrollar el cancer cérvico

uterino.
2.5.1. Factores de riesgo

» Multiparidad

Se sefala que el cancer cérvico uterino es mas frecuente en las mujeres con hijos que en las que
no han tenido hijos, lo cual se asocia a los cambios histolégicos que pueden producirse en el epitelio
escamoso columnar, donde se provocan desgarros o erosiones, que pueden crear dafios en la
multiplicacion celular de dicha membrana. Una vez que se ocasiona estas lesiones traumaticas, el
tejido necesita una regeneracion, y si ésta ocurre, cubrird todo la zona del desgarro con un epitelio
cilindrico, que luego sera cubierto con el pavimentoso y si logra mantener en su posicion anterior la

estructura anatémica del cuello, no habréa alteraciones. También se le atribuye a que el tiempo entre
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un parto y otro, es corto, por lo que los 6rganos reproductores femeninos no se restablecen

completamente (Dunan, et al, 2011).

> Mala alimentaciéon

Las mujeres con una alimentacion que no incluya suficientes frutas, ensaladas y verduras pueden

tener un mayor riesgo de cancer de cuello uterino.

» Tabaquismo

Existe una relacion directa entre el riesgo de lesiones preinvasoras y la duracién e intensidad del
hébito. En promedio se considera que las fumadoras tienen doble riesgo de lesion intraepitelial con
respecto de las no fumadoras. Experimentalmente se ha demostrado la presencia de nicotina,
cotinina y otros mutagenos derivados del tabaco, en mujeres fumadoras con lesion intraepitelial
(Serrano, et al, 2004). Por lo que se cree que estas sustancias dafian el ADN de las células en el
cuello uterino y pueden contribuir al origen del cancer de cuello uterino. Ademas, fumar hace que el
sistema inmunitario sea menos eficaz en combatir las infecciones con VPH (ACS, 2018).

» Infeccidon por virus de papiloma humano

Uno de los factores de riesgo més importantes en la etiologia del cancer cérvico uterino es la
infeccion con el virus del papiloma humano (VPH) un virus de ADN tumoral transmitido por via sexual,
del cual existen tipos especificos que son responsables de casi todos (99,8%) los casos de cancer

de cuello uterino (Saavedra & Soberén, 2006).

» Mdltiples parejas sexuales

Existe una relacion importante entre el nimero de parejas sexuales y el riesgo de lesiones

intraepiteliales ya que esto hace una exposicion méas prolongada a una infeccién con VPH.

» Eluso prolongado de anticonceptivos orales

La investigacion sugiere que el riesgo de cancer de cuello uterino aumenta mientras mas tiempo una
mujer tome las pildoras, pero el riesgo se reduce nuevamente después de suspender las pildoras, y
regresa a lo normal aproximadamente 10 afios después de suspenderlas (ACS, 2018). El riesgo se
asocia con las hormonas esteroidales que se recetan como anticonceptivos ya que éstas favorecen
a la expresiéon de dos genes virales E6 y E7 que son necesarios para las actividades oncégenicas

de los VPH de alto riesgo, ademéas de que interfieren con las funciones de los genes celulares
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implicados en las regulacién del ciclo celular y la muerte celular programada. (Von Knebel,
Spitkovsky & Ridder, 1997).

» Inicio atemprana edad de relaciones sexuales

Se ha demostrado que el inicio de las relaciones sexuales a los 19 afios 0 menos incrementa 4 veces
el riesgo de padecer cancer cérvico uterino (Buenrostro, 2011). Esto se debe a la inmadurez que
tienen las células del cuello uterino en los adolescentes (19 afios 0 menos) lo que los hace mas
susceptibles a la accién de los carcinégenos y a una posible infeccion con el papilovirus humano
durante el acto sexual. Si se infectan mas facilmente con este virus existe una mayor posibilidad de

gue se genere un cancer cérvico uterino (Baltazar, et al, 2008).

> Enfermedades de transmisién sexual

Se ha demostrado una asociacion entre el cancer cérvico uterino y algunas enfermedades de
transmision sexual tales como la infeccién con Chlamydia trachomatis, el virus del herpes simple tipo
2 y el virus de la inmunodeficiencia humana VIH (Bosch & De Sanjosé, 2003). La infeccion por
Chlamydia trachomatis se ha demostrado que es un factor de riesgo tanto para la infeccién primaria
como para la infeccién persistente por VPH (Frontela, et al, 2014). Mientras que la infeccion por el
VIH, el virus que causa el SIDA, provoca dafio al sistema inmunitario de las mujeres y ocasiona que
estén en un mayor riesgo de infecciones por VPH. El sistema inmunitario es importante para destruir

las células cancerosas, asi como para retardar su crecimiento y extension (ASC, 2018).

2.6. Virus del papiloma humano (VPH)

Los VPH comprenden un grupo de virus no envueltos, de ADN pequefio, con simetria icosaédrica,
que inducen verrugas o papilomas en una gran variedad de vertebrados superiores, incluyendo al
hombre. Cada tipo es asociado preferentemente con una lesion clinica especifica y con un sitio

anatomico preferencial por cada epitelio escamoso, mucosa o cutaneo (Cruz & Diego, 2005).

Debido a que existen muchos tipos del virus del papiloma humano se ha llegado a clasificar en dos
grupos que se denominan de “alto riesgo” entre los que se encuentran 15 tipos (VPH 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82) , de “bajo riesgo” 12 tipos (VPH 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
61, 70, 72, 81 y CP6108) y como probablemente carcinogénicos 3 tipos (VPH 23, 53, y 66) (Mufioz,
et al, 2003). Se ha encontrado que el VPH 16 y VPH 18 por su potencial oncogénico se relacionan
con el desarrollo de cancer cérvico uterino y que causan aproximadamente el 70% de todos los casos
del cancer cérvico uterino. Estos virus se han vinculado a diferentes alteraciones moleculares con la

carcinogénesis cervical como: alteraciones en el receptor del factor del crecimiento epidérmico
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(RFCE), la sobreexpresion del HER-2-neu, la mutacion del H-ras y K-ras y la

amplificacion/sobreexpresién del c-myc (Hernandez, et al, 2005).

El genoma del VPH esta conformado por dos tipos de genes, los que son codificados en las etapas
tempranas conocidos como genes E (E1, E2, E4, E6 y E7) y aquellos que se codifican de manera
tardia conocidos como L (L1 y L2). Los genes E estan implicados en la potencia carcinogénica del
virus ya que codifica proteinas involucradas en la replicacién y en la regulacién viral, mientras que

los genes L codifican para proteinas de la capside viral (Sanabria, 2009) (Figura 8).
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Figura 8. Genoma del VPH 16. (Tomado y modificado de Lin, et al, 2010)

Sin embargo, la mayoria de las infecciones por el VPH son desinteresadas y transitorias pero en las
infecciones persistentes, la expresién del genoma del VPH esté correlacionada con la maduracion

de la célula infectada (Lin, et al, 2010).

El VPH inicia su ciclo productivo infectando a las células poco diferenciadas con bajo niumero de
copias de las capas basales del epitelio a través de lesiones, micro heridas y abrasiones del tejido
mediante la union al receptor de membrana, la molécula a6-Integrina, donde inicia la transcripcién
de sus genes (Sanabria, 2009) (Figura 9). Tiempo después de la infeccién hay una ronda de
replicacion del ADN viral que parece ser independiente del ciclo celular y que amplifica el nimero de
copias virales a aproximadamente 50-100 copias/célula. La expresion de los genes virales es
minima, en particular la expresién de los oncogenes E6 y E7 es muy estricta, con transcripciones
E6/E7 apenas detectables (Stanley, Pett, & Coleman, 2007). La disrupcién de E2 libera los
promotores virales de las oncoproteinas E6 y E7 e incrementa la expresion de estos genes
transformantes (Cruz & Diego, 2005). Cuando el queratinocito infectado entra en la fase de

diferenciacion hay un aumento masivo de la regulacion de la expresién génica viral, se produce
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replicacion del ADN viral, hay amplificacion del nidmero de copias virales a al menos 1000
copias/célula, abundante expresion de los genes tempranos E6 y E7 y expresion de los genes tardios

del promotor tardio (Stanley, Pett, & Coleman, 2007).

La proteina E4 se une a las citoqueratinas y participa en la modificacion de la red del
citoesqueleto; E5 afecta a los receptores celulares de los factores de crecimiento(Di Bonito, et al,
2006) mientras que la proteina temprana E6 se une e inactiva el producto de un gen supresor de
tumor p53 mediante su degradacién por la via de la ubiquitina, mientras que la proteina E7 se une
y reprime a la proteina supresora de tumores de retinoblastoma (Rb); lo que permitira que exista un
fallé en el proceso de proliferacion y apoptosis (Saavedra & Soberdn, 2006). De esta manera E6 y
E7 cooperan eficientemente en la transformacion de las células, produciendo tumores cervicales a

largo plazo (Hernadez, et al, 2005).
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Figura 9. Ciclo viral del VPH en el epitelio estratificado y el tejido normal del cuello uterino. (Tomado y
modificado de Saavedra & Soberén, 2006).

2.7. Tratamientos

Los tratamientos usados en pacientes diagnosticadas con cancer cérvico uterino dependeran de un
factor importante que es la etapa (estadio) en que se encuentra el cancer cervical incluyendo también
otros factores como la localizacién exacta del cancer en el cuello uterino, el tipo de cancer (de células
escamosas 0 adenocarcinoma), su edad, su estado de salud general, y si desea tener hijos (ACS,
2018).
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Cirugia

La cirugia (extirpacion del cancer en una operacion) se utiliza a veces para tratar el cancer de cuello

uterino

» Criocirugia: Una sonda de metal muy fria se coloca directamente en el cuello uterino. Esto
destruye las células anormales mediante congelacion (ACS, 2018).

» Cirugia con laser: Procedimiento quirdrgico en el que se usa un rayo laser (un haz de luz
fino e intenso) como un bisturi para cortar tejidos o extirpar lesiones superficiales como las
de un tumor sin causar sangrado (NIH, 2018).

» Conizacién: Se extrae del cuello uterino un pedazo de tejido en forma de cono. Este
procedimiento se hace utilizando un bisturi quirdrgico o bisturi laser (biopsia de cono con
bisturi frio) o utilizando un alambre delgado calentado mediante electricidad (procedimiento
electroquirdrgico). Después del procedimiento, se examina el tejido extirpado con un
microscopio. Si los maéargenes (bordes méas externos) del tejido contienen céancer (o
precancer), lo que se conoce como margenes positivos, es posible que algo de cancer (o
precancer) haya quedado de modo que se necesita tratamiento adicional (ACS, 2018).

» Histerectomia simple: Esta cirugia se hace para extirpar el Gtero (tanto el cuerpo del ttero
como el cuello uterino), pero no las estructuras préximas al Utero (parametrio y ligamentos
uterosacros) (ACS, 2018). Existen diferentes maneras de realizar una histerectomia
dependiendo la zona por donde sea extirpado el (tero: Histerectomia abdominal,
histerectomia vaginal, histerectomia laparoscopica e histerectomia vaginal asistida por
laparoscopia (NIH, 2018: ACS, 2018).

» Cervicectomia: Permite a las mujeres ser tratadas sin perder la capacidad de tener hijos. La
operacion se realiza a través de la vagina o el abdomen, y a veces se hace mediante
laparoscopia (cirugia minimamente invasiva). En este procedimiento se extirpa el cuello
uterino y la parte superior de la vagina, pero no el cuerpo del Gtero. El cirujano coloca una
sutura en “bolsa de tabaco” para que funcione como abertura artificial del cuello uterino
dentro de la cavidad uterina (ACS, 2018).

Radioterapia

La radioterapia es el uso de rayos de alta energia (radiacion ionizante) para dafiar las células
cancerosas como sea posible sin dafiar el tejido sano. Para algunos, la radiacién se administra antes,

durante o después de otros tratamientos (CSC, 2014).

¢ Radioterapia externa: Se usa una maquina fuera del cuerpo que envia rayos hacia el cancer.

Ciertas formas de administrar la radioterapia pueden ayudar a que la radiacién no cause
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dafio al tejido sano cercano. El tratamiento es muy similar a cuando se hace una radiografia
regular, pero la dosis de radiacion es mas intensa. Se administran 5 dias a la semana por
un curso total de 6 a 7 semanas (CSC, 2014: NIH, 2018).

e La radioterapia interna consiste en la colocacién de una fuente de radiacién dentro del
cuerpo. Las semillas, cintas o capsulas se colocan dentro o cerca de las células cancerosas
para administrar una dosis de radiacion directamente al sitio del tumor. La radiacion interna
también se puede administrar en forma liquida, la cual se ingiere por via oral o se inyecta a
través de una vena. Dependiendo del tipo de radioterapia interna, algunas personas pueden
necesitar permanecer en el hospital hasta que su cuerpo ya no emita radiacién a un nivel
alto (CSC, 2014).

Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento contra el cancer que utiliza medicamentos para interrumpir el
crecimiento de células cancerosas, mediante su destruccién o evitando su multiplicaciéon. La

quimioterapia se puede administrar de dos maneras:

< Quimioterapia sistémica: Cuando la quimioterapia se administra oralmente o se inyecta en
una vena o musculo, los medicamentos ingresan al torrente sanguineo y afectan las células
cancerosas en todo el cuerpo (NIH, 2018). Debido a que la quimioterapia es un tratamiento
sistémico, los efectos secundarios asociados con la quimioterapia a menudo resultan del
dafio de las células sanas, incluso en areas que no son sitios de su cancer (CSC, 2014).

< Quimioterapia regional: Cuando la quimioterapia se coloca directamente en el liquido
cefalorraquideo, un érgano o una cavidad corporal como el abdomen, los medicamentos

afectan principalmente las células cancerosas en esas areas (NIH, 2018).

La forma en que se administra la quimioterapia depende del tipo y el estadio del cAncer que esta
siendo tratado (NIH, 2018). A menudo, la quimioterapia se administra en ciclos, de manera que cada

periodo de tratamiento va seguido de un periodo de recuperacion (ACS, 2018).

Inmunoterapia

La inmunoterapia es un tipo de tratamiento del cancer que ayuda al sistema inmunitario a combatir
el cancer. Es un tipo de terapia biol6gica que usa sustancias producidas por organismos vivos para
tratar el cancer que restaura o estimula el propio sistema inmunoldgico del cuerpo para detener o
retardar el crecimiento de las células cancerosas y evitar que el cancer se propague. La bioterapia
se administra de la misma manera que la quimioterapia: por via oral, a través de una vena o como
inyeccioén. La bioterapia se puede administrar en combinaciéon con quimioterapia (NIH, 2018: CSC,
2014).
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Los tipos de inmunoterapia que se usan actualmente contra el cancer son:

= Los inhibidores de punto de control: Son medicamentos que impiden la accion de ciertas
proteinas elaboradas por determinados tipos de células del sistema inmunitario, como las
células T, y por algunas células cancerosas. Estas proteinas ayudan a controlar las
reacciones inmunitarias y pueden evitar que las células T destruyan células cancerosas.
Cuando se impide la accion de estas proteinas, se liberan "los frenos" del sistema inmunitario
y las células T pueden eliminar, de mejor forma, las células cancerosas. (NIH, 2018).

= Anticuerpos monoclonales: Se usan anticuerpos producidos en el laboratorio a partir de un
tipo simple de células del sistema inmunitario. Los anticuerpos se unen a las sustancias y

eliminan las células cancerosas, impiden su crecimiento o diseminacion (NIH, 2018).
Medicina de precision y Terapia dirigida

La medicina de precision usa la informacidon sobre genes, proteinas y otras caracteristicas
del cancer de una persona a fin de determinar el diagndstico o el tratamiento de la enfermedad.
La terapia dirigida es la base de la medicina de precision. Se trata de un tipo de tratamiento del
céncer que actla sobre los cambios que promueven el crecimiento, la division y diseminacion de
las células cancerosas. La mayoria de las terapias dirigidas utilizan medicamentos micromoleculares

0 anticuerpos monoclonales (NIH, 2018).

Las generaciones anteriores de farmacos para el tratamiento del cancer se descubrieron en gran
parte a partir de un niumero limitado de entidades quimicas y estos farmacos generalmente se dirigen
a la maquinaria celular general relacionada con la proliferacion celular. Tales terapias son téxicas no
s6lo para las células cancerosas sino también para las células normales de rapido crecimiento (She
& Hao, 2013). Por lo que en los Ultimos afios se ha buscado con gran interés nuevas moléculas o
compuestos a los que se les pueda evaluar mas a fondo su eficacia y su toxicidad contra el cancer

que puedan aminorar los efectos secundarios de dichas terapias.
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2.8. Nuevas moléculas con interés bioldgico
Diticarbamatos

Los ditiocarbamatos son una clase comun de moléculas organicas que muestran una amplia gama
de actividades bioldgicas como las antibacterianas, anti fingicas y anticancerigenas (Kamal, 2015),
agente anti-VIH (He, et al, 2013), inhibidor de la agregacion plaquetaria (Rossi, et al, 2006),
antiinflamatorio (El Sayed, et al, 2012), antihistaminico (Karali, et al, 1999), antioxidante (Shi, et al,
2000), agentes anticolistereasa (Altintop, et al, 2013), entre otros. Se ha encontrado en la literatura
diferentes compuestos que son ditiocarbamatos que han tenido una importante actividad biolégica,
como la latonina (brassinin) (Zheng, et al, 2013; Gaspari, et al, 2006) un ditiocarbamato de base
indolora aislado de verduras cruciferas como el repollo chino, se encontr6 que era un agente
guimiopreventivo significativo (Gaspari. et al, 2006). De manera similar, el sulforamato es otro
potente inductor de enzimas de fase Il que podria ser usado como un agente quimiopreventivo del
cancer (Gerhauser, et al, 1997). Sin embargo, la relacion estructura-actividad (SAR, por sus siglas
en inglés) de la latonina revelé que la naturaleza quimiopreventiva se debia al motivo del

ditiocarbamato (Figura 10) y no al anillo indoloro (Gaspari. et al, 2006).
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Figura 10. Ditiocarbamato. (Tomado y modificado de Laskar, et al, 2018).

B-Nitroestireno

Por otra parte, se ha encontrado en la literatura que los compuestos de la familia del B-Nitroestireno
(Figura 11) que se consideran inicialmente como inhibidores de union lenta de la proteina tirosina
fosfatasa (Billard & Peets, 1974) mas tarde se descubri6 que tienen una actividad citotdxica,
antifingica (Miranda, et al, 2014), antiplaquetarias, anticancerigenas (Chen, et al, 2015), inhibe el
crecimiento de células tumorales e induce apoptosis (Hung, et al, 2016). Por ejemplo, se inform6 que
B-nitroestireno suprimié la proliferacion de células cancerosas estomacales y las respuestas

inmunoldgicas de los macréfagos (Carter, et al, 2002). Ademas, un estudio reciente también
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demostré que el 3,4-metilendioxi-B-nitroestireno, a través de la inhibicion de 8 integrina y la proteina
de superficie disulfuro isomerasa, inhibid la adhesion y la migracién en las células del cancer de
mama (Chen, et al, 2015). También se ha reportado que el compuesto 2-aril-3-nitro-2H-cromeno,
otro derivado del B-nitroestireno, indujo apoptosis en las células de cancer de mama por induccién
de dafio en el ADN y caspasa-3 (Rahmani, et al, 2014).

N0

Figura 11. Estructura quimica de B-Nitroestireno. (Tomado de http://www.merckmillipore.com/MX/es/product/-
Nitrostyrene, MDA CHEM-8181657ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F).

Piperazina/ 2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano

Los heterociclos, caracterizados por la presencia de uno o mas anillos con al menos un &tomo distinto
del carbono, representan una clase de importancia biolégica y farmacoldgica (Dua, et al, 2011). En
este caso la a piperazina (Figura 12), un nitrégeno con seis miembros que contiene heterociclicos,
tiene una importancia significativa en quimica médica ya que proporciona compuestos con un amplio
espectro de actividades biolégicas (Anand & Sharma, 1997) dentro de las que se encuentran las
siguientes: antidepresivos (Aejaz, et al, 2012), anticancerigenos (supresion del crecimiento celular
canceroso) (Akkoc, et al, 2012), actividad citotoxica (Akkoc, et al, 2012) , antihelminticos (Jain, et al,
2011), antibacterianos (Meher, Rao & Omar, 2013), antimicéticos(Gan, Fang & Zhou, 2010),
antimicobacterianos (Joshi, Kundariya & Parmar, 2012), antipalidicos (lbezim, et al, 2012),

anticonvulsivos (Mukherjee, et al, 2014), etc.

Por su parte otro de los heterociclos con importancia biolégica es el homologo conformacional 2,5-
diazabiciclo [2.2.1] heptano el cual se ha encontrado en la literatura que suele ser mas potente que
la piperazina. Este compuesto ha sido puesto en aplicacién a través del agente antibacteriano
basado en la quinolona, como por ejemplo por danofloxacina (Murineddu, et al, 2012), también
Hamblett y colaboradores en 2007 informaron que la nicotinamida 2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano

representa una nueva clase de inhibidores de la histona deacetilasa 1(HDACL1).
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Figura 12. Piperazina unida a 2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano. (Tomado y modificado de Laskar, et al, 2018).

En la basqueda de nuevas entidades farmacoldégicas, el enfoque hibrido es un camino prometedor
hacia las moléculas farmacolégicas que pueden atacar eficazmente las enfermedades
multifactoriales, incluidos los trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson o mdltiples tipos de canceres que afectan a la poblacién. Por lo cual la
creacién de moléculas hibridas puede utilizarse para optimizar ciertas propiedades biol6gicas como
la afinidad y la selectividad, sino también para obtener nuevas actividades biolégicas distintas de las

de los componentes (Decker, 2001).
2.8.1. SL-108 un compuesto derivado del SL-16

Recientemente, a partir de un disefio empirico basado en las moléculas anteriormente descritas
(Ditiocarbamato, Piperazina y B-Nitroestireno), se sintetizé un aducto de Michael de Piperazina/ 2,5-
diazabiciclo [2.2.1] heptano-ditiocarbamato con B-Nitroestireno, a través de una ruta facil y libre de
catalizador para lograr una nueva clase de compuesto inductor apoptético (Laskar, Sdnchez, Flores
&Lo6pez, 2018). Al respecto, Laskar y col., lograron obtener un compuesto con fuerte actividad
antiproliferativa (SL-16), al cual posteriormente se le realizé una modificacién puntual que consistié
en agregar diferentes grupos funcionales en la posicion 4 del anillo aromatico, con la intencién de
potenciar su actividad antiproliferativa (SL-97, SL-98, SL-99, SL100 y SL-108) (Figura 13). De estos
compuestos, el SL-108 (tert-butyl 5-(((1-(4-methoxyphenyl)-2 nitroethyl) thio) carbonothioyl)-2,5-
diazabicyclo [2.2.1] heptane-2-carboxylate) mostré una alta actividad antiproliferativa en células de
cancer cérvico uterino (Tabla 1) y una baja o nula actividad necrética en células tumorales (Tabla
2),sin embargo, se desconoce su actividad inductora de muerte apoptética en células tumorales, asi
como su efecto antiproliferativo y necrético en células no tumorales, generando la necesidad de

estudiarlo a mayor profundidad.
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Figura 13. Derivados del compuesto SL-16; Se hizo una modificacion agregando un grupo diferente en la
posicion 4 del anillo aromatico para cada compuesto: SL-97 R= (4—Cl), SL-98 R= (4-CF3), SL-99 R= (4- CHsa),
SL-100 R= (4-F) y en el compuesto SL-108 se agregdé R= (4-OMe). (Tomada y modificada de Laskar, et al,
2018).

A su vez Laskar y colaboradores reportaron las ICso de los derivados del SL-16 (Tabla 1) en donde
podemos encontrar que el compuesto SL-16 tiene las ICso mas bajas a comparacion de los demas
derivados, sin embargo, hace falta mas informacion sobre los demas compuestos ya que éste es el

primer articulo sobre este tipo de compuestos.

ICso (ng/mL) de los derivados del SL-16

Compuestos Sustituyente HelLa CasSki ViBo
SL-16 -H 0.42 + 0.003 1+ 0.007 0.31 + 0.001
SL-97 -Cl 2.6 +£0.041 3.3+ 0.058 1.1 £ 0.057
SL-98 -CFs 3+0.028 3+0.038 3.6 £0.019
SL-99 -CHs 2.3+0.019 2.6 +0.04 1.4 £0.011
SL-100 -F 3.5+ 0.022 3+£0.031 2.9+0.052
SL-108 -OMe 24+£0.034 2.8 £0.045 1.2 + 0.026

Tabla 1. ICso de los derivados del SL-16 sobre lineas de cancer

colaboradores en 2018.
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En ese mismo articulo se encuentra la actividad necrética de cada uno de los derivados del SL-16,
mostrando que estos compuestos no generan un efecto necrético en células de cancer cérvico
uterino HelLa, CaSki y ViBo.

Efecto necrético (% LDH)

Compuestos HelLa CasSki ViBO
% LDH
SL-16 3+0.12 2+0.35 0+0.66
SL-97 4+0.85 15+0.12 124042
SL-98 5+0.53 20£1.75 0+0.21
SL-99 0+0.53 2+0.64 5+0.47
SL-100 2+0.49 5+0.45 8+0.35
SL-108 0+0.38 0+0.27 5+ 0.57

Tabla 2. Porcentajes de la actividad de la enzima Lactato deshidrogenasa (LDH) en cultivo de células de cancer

cérvico uterino, reportadas por Laskar y colaboradores en 2018.
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3. Planteamiento del problema

Los tratamientos contra el cancer suelen ser poco selectivos, toxicos e ineficientes en los estadios
avanzados de la enfermedad, generando efectos colaterales que demeritan fuertemente el éxito del
tratamiento y afecta significativamente la calidad de vida del paciente. Este hecho ha generado la
necesidad de buscar nuevos compuestos que presenten una selectividad de células tumorales alta
junto con una induccién de muerte celular por apoptosis y un efecto necrético minimo. Por ello en
las Ultimas dcadas se han conocido nuevos compuestos que pueden tener estas caracteristicas y
puedan ser usados como agentes terapéuticos para dicha enfermedad, dentro de los que podria
destacar el SL-108.
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4. Justificacion

En México el cancer de cuello uterino es la segunda causa de muerte en mujeres (SS, 2015), en
donde la incidencia reportada por la Secretaria de Salud en 2015 es de 23.3 casos por 100.000
mujeres, mientras que para la situaciéon mundial se estima que es la octava neoplasia en la poblacion
y la cuarta mas frecuente de entre las mujeres (SS, 2015). Por ello es importante crear alternativas
que puedan resolver este problema, entre las consideradas esté la busqueda de nuevos compuestos
naturales y/o sintéticos como los ditiocarbamatos, la Piperazina / 2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano y
el B-Nitroestireno, los cuales presentan una diversa actividad bioldgica, destacdndose la actividad
antitumoral, antibacteriana y antioxidante. En conjunto con estos compuestos se encuentra el SL-
108 de los cuales se tiene poca informacion acerca de su actividad en el cancer cérvico uterino, por

ello es necesario generar datos que nos ayuden a encontrar su efecto en las células tumorales.
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5. Hipotesis

Debido a que se conoce que los diticarbamatos, la piperazina / 2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano y el
nitroestireno presenta una actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis de manera individual,
se espera que el compuesto SL-108 (constituido por los tres compuestos), presente actividad

antiproliferativa y apoptotica en lineas de cancer cérvico uterino HelLa, CaSki y ViBo.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo General

7
0.0

Determinar el potencial antiproliferativo del compuesto SL-108 en células de cancer cérvico
uterino HelLa, CaSki y ViBo, asi como valorar su efecto necrético y su capacidad para inducir

muerte celular por apoptosis.

6.2. Objetivos Particulares

®,
*

Determinar el efecto antiproliferativo del compuesto SL-108 en cultivos de células de cancer
cérvico uterino Hela, CaSki y ViBo, expresado como la concentracién requerida del
compuesto para abatir en un 50 % el numero celular (ICso), mediante la técnica de cristal

violeta.

Establecer si el compuesto SL-108 a la concentracién de ICsos, induce a las células Hela,
CaSki y ViBo a una muerte necroética, mediante la deteccién de la actividad de la enzima

Lactato Deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes celulares.

Determinar si el compuesto SL-108 induce a las células HelLa, CaSki y ViBo a presentar una
morfologia apoptotica (contraccion celular, forma esférica, condensacion de cromatina
nuclear, formacion de cuerpos apoptéticos, entre otros), observada por microscopia de

campo claro y de epifluorescencia.

Determinar si el compuesto SL-108 induce a las células HelLa, CaSki y ViBo a presentar la
capasa-3 activa mediante inmunodeteccion, observadas por epifluorescencia y cuantificando

las células positivas mediante citometria de flujo.

Determinar si la ICsos del compuesto SL-108 obtenidas para las células tumorales, afecta la
proliferacion de las células linfociticas de sangre periférica humana, mediante la técnica de

marcaje con carboxifluoresceina cuantificada por citometria de flujo.

Establecer si el compuesto SL-108 a la concentracion de ICsos determinadas en las células
tumorales, induce en las células linfociticas una muerte necrética, mediante la deteccién en

los sobrenadantes celulares de la actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH).
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7. Metodologia

Cultivo de lineas celulares HelLa, CaSki y ViBo

El cultivo de lineas celulares de cancer cérvico uterino HelLa, CaSki y ViBo se obtuvieron de la
American Type Culture Collection (ATCC). Cada linea celular se cultivd en cajas petri de 100 mm
(Corning-Pyrex, USA) adicionando 10 ml de RPMI-1640 (Microlab. S.A de C.V) al 5% de SNT
(Biowest, USA). Dichos cultivos se mantuvieron en incubacién a 37 %, al 5% de CO:2 y a punto de

rocio.
Preparacion del compuesto

El compuesto SL-108 fue suministrado por el Dr. Ignacio Regla y el Dr. Laskar Sujay, del Laboratorio
de “Sintesis de farmacos”, ubicado en la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria de la Facultad
de Estudios Superiores Zaragoza (UNAM) (Melgar, et al, 2008)

En una balanza analitica se pesaron 5 mg del compuesto SL-108 y se solubilizé en 500 ul de DMSO
a temperatura ambiente. De esta solucién se tomaron 10 ul y se le afiadieron 990 ul de RPMI-1640
al 5% de SNT para obtener una concentracion de 0.1lug/ul, de esta preparacion se tomaron
nuevamente 100 ul y se les adicion6 900 ul de RPMI-1640 al 5% de SNT (Biowest, USA) para obtener
una concentracion de 0.001 ug/ul con el fin de poder tomar las concentraciones deseadas para la

realizacion de los ensayos experimentales.
Determinacion del efecto antiproliferativo a través de la tincidn con cristal violeta

Se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos (Corning, USA) 3,500 células por pozo en 100 pl de
medio RPMI-1640 al 5% de SNT (Biowest, USA) y se mantuvieron en una incubadora (Nuaire, USA)
a 37°C, al 5% de CO:2 por 24 h. A continuacion, las células fueron lavadas 3 veces con PBS y
posteriormente tratadas con diferentes concentraciones del compuesto SL-108 con sus respectivos

controles (un control con medio fresco y un control con DMSO al 1%) durante 24 h en la incubadora.

La determinacién del namero celular se hizo mediante la técnica de cristal violeta, en donde
transcurrido las 24 h del estimulo, se retir6 el medio a las células e inmediatamente fueron fijadas
con glutaraldehido al 1.1% (Sigma-Aldrich, USA) por 20 min; posteriormente, se retiré el fijador, se
lavé con agua destilada y se dej6 secar al aire; después, se procedié a tefiir a la células con el
colorante cristal violeta al 0.1% (Sigma-Aldrich, USA) en una solucion de acido férmico 200 uM por
20 min, pasado este tiempo se procedié a quitar el colorante y lavar exhaustivamente con agua para

retirar el exceso de colorante y se dejé secar al aire. Por Ultimo se agregaron 100 pl de acido acético

31



Brenda Gutiérrez Martinez UNAM FES ZARAGOZA

al 10% (J.T. Baker, USA) por 20 min para que se solubilizara el cristal violeta y se midié la
absorbancia por espectrofotometria a 590 nm en un lector de placas (Awarenes Technology INC,
ChroMate, USA).

Los datos obtenidos fueron procesados en Excel 2013 para obtener lo graficos de una curva dosis-
respuesta a diferentes concentraciones del compuesto, a la cual se le aplicéd una linealizacién y con
la ecuacion de la recta se calcul6 la ICso (la concentracion a la cual se disminuye el 50% de la

poblacién celular).

Cuantificacion de la actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa

En placas de 96 pozos (Corning, USA) se sembraron 3500 células de cada una de las tres lineas
celulares con 100 pl de medio RPMI-1640 al 5% de SNT (Biowest, USA) y se incubaron a 37°C, al
5% de CO: por 24 h. Después de ese tiempo se retird el medio de cultivo y se le adicionaron las
siguientes condiciones: un control con medio de cultivo fresco que fue utilizado como blanco en la
reaccion, un control positivo en el cual las células fueron lisadas con Triton X-100 (Sigma-Aldrich,
USA) en RPMI-1640 al 5% de SNT por una hora, un control con DMSO y por ultimo las

concentraciones de ICso determinadas para cada linea.

Pasado 24 h de la aplicacion de los tratamientos se procede a transferir el medio de cultivo a una
placa de 96 pozos fondo conico (Corning Incorporat, USA) para centrifugar (Centrifuga Orto alresa)
a 4000 rpm a una temperatura de 4°C por 5 min, una vez centrifugado se recuperaron 40 pl del
medio y se vertieron a un placa de fondo plano y se agregaron 40 ul de la mezcla de reaccién Kit
Cyto Tox 96® Non-Radiactive Cytotoxicity Assay (Promega, Corporation, USA) a cada condicién por
20 min a temperatura ambiente y protegida de la luz. Finalmente se midié la absorbancia usando el
lector de placas (Awarenes Techonlogy INC, ChroMate, USA) a 490 nm. Los datos arrojados fueron
procesados en el programa Excel 2013 para obtener los graficos que mostraran el efecto citotéxico

de cada uno de los tratamientos.

Evaluacion de la morfologia celular, condensacion de cromatina a través de latincion

con DAPI e inmunodeteccion de caspasa 3 activa

Se cultivaron células HelLa, CaSki y ViBo en cajas estériles de 96 pozos (Corning, USA) a una
densidad de 3500 células por pozo con un volumen de 100 pul de RPMI-1640 al 5% de SNT (Biowest,
USA), se dejaron incubar por 24 h para la adhesion de las células. Pasadas las 24 h se estimularon
con las siguientes condiciones: Un control conteniendo células sin ningdn tratamiento, un control con
DMSO (1%), un control positivo para apoptosis con camptotecina (Sigma-Aldrich, USA) y por ltimo

las ICsos del compuesto SL-108 para cada linea. Transcurrido 24 h en incubacion, se procede a fijar
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las células con una mezcla de paraformaldehido al 4% (Sigma-Aldrich, USA) con glutaraldehido al
2.5% (Sigma-Aldrich, USA) en PBS por 2 h, al término del tiempo se lavé cinco veces con PBS
filtrado en esterilidad, seguidamente se permeé con 30 ul de Tritdon X-100 al 0.5% (Sigma-Aldrich,
USA) durante 5 min, terminado este lapso se lavd cinco veces cada condicion con 100 ul de PBS.
Posteriormente se agreg6 30 ul de anticuerpo 1° (1:500 ul en PBS) policlonal de conejo anticaspasa-
3 activa (Sigma-Aldrich, USA), se dej6 toda la noche a 4°C en agitacion. Después se lavo cinco
veces con PBS filtrado, seguidamente se incub6 con el anticuerpo secundario anticonejo acoplado
con fluorocromo FIT-C (1:500 ul de PBS) (Sigma-Aldrich, USA) en oscuridad durante 2 h a
temperatura ambiente en agitacién. Pasado este tiempo se lavé cinco veces con 100 ul de PBS para
poder agregar 15 ul del fluorocromo DAPI durante 5 min, se lavé de nuevo cinco veces con PBS y
por ultimo se colocaron 50 pul de PBS filtrado para su observacién a través de microscopia de

epifluorescencia (Microscopio Nikon ECLIPSE TS2R-FL, Japén).

Inmunodeteccién de capasa-3 activa mediante la técnica de citometria de flujo

Se sembraron 350,000 células provenientes de lineas celulares de CaCU en placas de cultivo
(Corning, USA) de 6 pozos, con un volumen de 5 ml de RPMI-1640 al 5 % de SNT (Biowest, USA),
se incubaron por 24 h a 37 %, al 5% de CO:2 y a punto de rocio. Pasado las 24 h los cultivos fueron
tratados con las respectivas condiciones: un control al cual se cambié el medio de cultivo por medio
fresco, un vehiculo donde se agreg6 la concentracion de DMSO (1%), un control positivo para el
proceso de apoptosis con camptotecina (Sigma- Aldrich, USA) y las concentraciones de Clsos

obtenidas para cada linea celular, se incubaron por 24 h.

Después de un total de 48 h de cultivo, se realiz6 la deteccidn de la caspasa-3 activa por citometria
de flujo; para lo cual las células fueron despegadas con verseno por 5 min para el caso de HelLay
CasSki y tripsina 3 min para ViBo, una vez despegadas las células se cosecharon en tubos (Falcon™)
para citometria (tubo por condicion), se centrifugaron los tubos a 1500 rpm durante 5 min, una vez
decantado cada tubo se agregd 500 ul de PBS con el cual se resuspendié el botén celular y luego
se agreg6 500 ul de metanol al 50% durante 1 h a 4°C. Al término del tiempo, los tubos fueron
centrifugados a 1500 rpm durante 5 min y se realizaron 3 lavados con PBS filtrado, considerando
gue entre cada lavado se decanta el sobrenadante. Posteriormente se adicioné 50 pl de anticuerpo
1° (1:500 pul de PBS) policlonal de conejo anticaspasa-3 activa resuspendiendo el botén celular y se

dejo incubar toda la noche a 4°C.

Después del tiempo del anticuerpo primario, las muestras fueron lavadas con PBS, centrifugadas a
1500 rpm durante 5 min, se decant6 el sobrenadante y se agregé el anticuerpo 2° anticonejo

acoplado con el fluorocromo FIT-C (1:500 ul en PBS), se dejé incubar 2 h a una temperatura de
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37°C. Finalmente las muestras fueron lavadas 3 veces con PBS, centrifugadas y decantadas para
obtener el botén celular que fue resuspendido en 500 ul de PBS para analizar las muestras en el
citdmetro de flujo (BD FACSAria ll, USA). Los datos que fueron obtenidos fueron analizados a través

del programa Flowjo 7.6.1 Min, Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Proliferacién de linfocitos humanos a través de la técnica de marcaje con

carboxifluoresceina (CSFE)

Se obtuvieron 25 ml de sangre periférica de un donante clinicamente sano en tubos de BD-
Vacutainer® (EDTA 10.8 mg/tubo).

En tubos coénicos de vidrio de 15 ml (Pirex, USA), se colocaron 5 ml de Ficoll-Hysopaque (Sigma-
Aldrich, USA). Posteriormente, la sangre se agrego lentamente por la pared del tubo. Estas muestras
se centrifugaron inicialmente a 300 rpm durante 5 min y se incrementé la velocidad gradualmente
300 rpm cada 5 min hasta llegar a las 1500 rpm por otros 20 min mas. Una vez centrifugadas las
muestras, las células fueron separadas por gradiente de densidad, una vez obtenidos los diferentes
componentes celulares, se recolectaron los anillos de linfocitos evitando extraer el ficoll. Dichos
anillos se colocaron en tubos de vidrio cénico, agregandoles 5 ml de RPMI sin suero. Posteriormente
se centrifugaron las muestras a 1500 rpm durante 5 min, de esa manera se realizaron dos lavados

decantando entre cada centrifugado.

El boton celular se resuspendio en un volumen de 5 ml de RPMI-1640 para poder contarlos en la
camara de Neubauer, una vez contabilizados los linfocitos, se procedié a marcarlos agregando 50 pl
de CSFE (200 uM/mL RPMI) (Sigma-Aldrich, USA) durante 15 min protegiéndolos de la luz,
posteriormente se realizaron dos lavados agregando 5 ml de medio de cultivo RPMI-1640 al 5% de
SFB (Biowest, USA) y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, se decantaron y se resuspendieron
en 5 ml de medio de cultivo RPMI-1640 al 20% de SFB (Biowest, USA). A continuacion se procedi6
a activar a los linfocitos con PHA (20 pl/mL RPMI-1640).

Se sembraron en una placa de 96 pozos por quintuplicado 200,000 linfocitos/pozo en 200 ul de
RPMI-1640 al 20% de SFB (Biowest, USA), los linfocitos se sembraron teniendo en cuenta las
siguientes condiciones : control sin activar -,- (con CSFE y sin PHA), control activado +,- (con CSFE
y con PHA), control -,+ (sin CFSE y con PHA) y un control +,+ (con CFSE y con PHA), esta placa se

dejo en condiciones de cultivo por 48 h (37°C, 5% de CO2, atmosfera himeda).

Una vez transcurridas las 48 h de incubacion, se procedi6 a retirar 100 uL/pozo de los controles. A
los controles (-,-) y al (+,-) se le agreg6 100 pl/pozo de RPMI-1640 al 20% de SFB fresco, mientras
gue a los controles (-, +) y al (+,+) se les agreg6 100 plL/pozo de RPMI-1640 al 20% de SFB con
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PHA. Asimismo, se retiré 100 plL/pozo de los pozos asignados para probar las ICso respectivas de

cada linea celular. A las 48 h de cultivo, se agregé por quintuplicado los 100 uL de las respectivas

ICso (2x) y del DMSO. Se mantuvieron las condiciones de cultivo por 24 h més.

Transcurrida las 72 h se recolectaron los linfocitos en tubos de citometria uno por condicion y se
centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, se retiré el sobrenadante decantando los tubos y agregando
500 ul de verseno, después se realizaron dos lavados y se centrifugaron para obtener el botdn celular
gue fue resuspendio en 500 ul de PBS filtrado para poder analizar las muestras en el citbmetro de
flujo (BD FACSAria ll, USA) y los datos obtenidos fueron analizados en el programa FlowJo 7.6.1
Min.

Determinacion de la actividad necrética en linfocitos humanos mediante la actividad
de LDH

A las 24 h transcurridas del estimulo de ICsos se transfirid 60 ul del sobrenadante de cada cultivo de
linfocitos en una placa de fondo coénico (Corning, USA), previamente una hora antes se lisaron las
células con Tritdbn X-100 (Sigma-Aldrich, USA) para obtener el control positivo. Se procedié a
centrifugar los sobrenadantes a 4000 rpm a una temperatura de 4°C por 5 min, después se
transfirieron 40 ul de este medio a una placa de fondo plano (Corning, USA) para agregar 40 ul de
la mezcla de reaccién Kit Cyto Tox 96® Non-Radiactive Cytotoxicity Assay (Promega, Corporation,
USA) por 20 min a temperatura ambiente protegida de la luz. Finalmente se determind la absorbancia
a una longitud de onda de 490 nm en un lector de placas ELISA (Awarenes Technology INC,
ChroMate, USA).

Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos experimentalmente fueron presentados como la media de tres ensayos
independientes y fueron analizados estadisticamente en el programa Excel 2013 usando un andlisis
de varianza (ANDEVA) seguido de una prueba de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05

comparados contra el control.
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8. Resultados
Actividad antiproliferativa en células tumorales

Con el fin de establecer si el compuesto SL-108 tiene un efecto antiproliferativo sobre las lineas de
cancer cérvico uterino, cultivos de las lineas celulares HelLa, CaSki y ViBo fueron tratadas con
diferentes concentraciones del compuesto por 24 h y el nUmero celular fue evaluado a través de la
técnica por incorporacion del colorante cristal violeta y la concentracion que abate en un 50% el

namero celular (ICso) fue calculada (Figura 14 y Tabla 3).

Actividad antiproliferativa
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Figura 14. Actividad antiproliferativa del compuesto SL-108 sobre las lineas celulares HelLa, CaSki y ViBo. El
numero celular se evalué mediante la técnica de cristal violeta. Se realizé una prueba estadistica (ANDEVA)

con una significancia del p < 0.05%, seguida de una prueba de Tukey.

Los resultados obtenidos establecen que el SL-108 afecta 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 nimero celular disminuye. Los valores de la concentracidon que abate en un 50 %

el nmero celular son mostrados en la tabla 3.
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Linea Celular ICsopg/ml ICsopM
~ ViBo (NegativaaVPH) 15 2.64
HelLa (Positiva a VPH 16) 2.4 5.29
CaSki (Positiva a VPH 18) 2.8 6.17

Tabla 3. Se muestran las los valores de ICso para cada linea celular de cancer cérvico uterino.

Efecto necrético del compuesto SL-108 en células tumorales

Es conocido que el decremento en el numero celular inducido por algin compuesto podria estar
generado por una accion citotoxica. Con el propésito de determinar si el compuesto SL-108 presenta
una actividad citotoxica (necrética) sobre las lineas celulares de cancer cérvico uterino, cultivos de
células CaSki, HeLa y ViBo fueron tratadas con las concentraciones de su ICso y la actividad
citotdoxica (necrética) fue evaluada mediante la deteccion de la actividad de la enzima lactato

deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de los cultivos celulares (Figura 15).
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Figura 15. Se muestran los porcentajes de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en los
sobrenadantes de las lineas celulares HelLa, CaSki y ViBo tratadas con la ICso respectivas del compuesto SL-
108. El Tritdn X-100 representa el control positivo donde se observa la méaxima cantidad de LDH. Se realiz6 una

prueba estadistica ANDEVA con una significancia del p < 0.05%, seguida de una prueba de Tukey.
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Los resultados obtenidos en la prueba de actividad de LDH muestran que en los sobrenadantes de
los cultivos celulares de cancer cérvico uterino tratados con el compuesto SL-108 no presentan
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa, lo que sugiere que el compuesto no induce una
muerte necrética, por lo que el decremento celular observado puede deberse a otra causa de muerte

diferente a la muerte necrotica.

Actividad apoptotica en células tumorales
Evaluacién de la morfologia celular como un rasgo de muerte apoptética

Una vez que se determind que el compuesto SL-108 no induce una muerte necrética, se consideré
evaluar si este compuesto induce a las células tumorales a presentar los rasgos morfoldgicos
caracteristicos de una célula apoptética. Para ello, cultivos de células HelLa, CaSki y ViBo fueron
tratadas con el SL-108 a sus respectivas ICso por 24 h y la condensacion de la cromatina, la
fragmentacion nuclear y la presencia de cuerpos apoptoéticos fue observada por microscopia de

campo claro y epifluorescencia mediante la incorporacién del fluorocromo DAPI (Figura 16, 17 y 18).
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Figura 16. Morfologia celular de las células Hela tratadas con el compuesto SL-108. Se sembraron 3.500
células en placa de 96 pozos, se estimularon con su respectiva ICso (2.4ug/ml) del compuesto por 24 h. Después
se fijaron y se tifieron con el fluorocromo DAPI para su observacién por microcopia de campo claro y
epifluorescencia. Las flechas indican: (CC) Compactacion de la cromatina, (CA) Cuerpos apoptoéticos y (FN)

Fragmentacién nuclear.
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Figura 17. Morfologia de las células CaSki tratadas con el compuesto SL-108. Se sembraron 3.500 células en
placa de 96 pozos, se estimularon con su respectiva ICso (2.8 ng/ml) del compuesto por 24 h. Después se fijaron
y se tifieron con el fluorocromo DAPI para su observacion por microcopia de campo claro y epifluorescencia.
Las flechas indican: (CC) Compactacién de la cromatina, (CA) Cuerpos apoptéticos y (FN) Fragmentacion
nuclear.
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Figura 18. Morfologia de las células ViBo tratadas con el compuesto SL-108. Se sembraron 3.500 células en
placa de 96 pozos, se estimularon con su respectiva ICso (1.5 pg/ml) del compuesto por 24 h. Después se fijaron
y se tifieron con el fluorocromo DAPI para su observacion por microcopia de campo claro y epifluorescencia.
Las flechas indican: (CC) Compactacién de la cromatina, (CA) Cuerpos apoptéticos y (FN) Fragmentacion

nuclear.
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Los resultados observados en las figuras 16, 17 y 18 establecen que el compuesto SL-108 induce a
las lineas de cancer cérvico uterino HelLa, CaSki y ViBo a presentar una morfologia caracteristica de
una célula apoptética como lo es la contracciéon celular con pérdida de las proyecciones
citoplasmaticas, la condensacién de la cromatina, la fragmentacion nuclear y la observacion de los
cuerpos apoptéticos, lo que sugiere que el compuesto induce a las células tumorales a una muerte

por apoptosis.
Deteccidon de la caspasa-3 activa mediante microcopia de epifluorescencia

Con el fin de comprobar que el compuesto SL-108 induce una muerte apoptética en lineas de células
de cancer cérvico uterino, las lineas HelLa, CaSki y ViBo fueron tratadas con el compuesto SL-108 a
sus respectivas ICsoy la caspasa-3 activa fue inmunodetectada y observada mediante microscopia

de epifluorescencia (Figura 19, 20 y 21).
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Figura 19. Morfologia celular y deteccién de caspasa-3 activa en células HelLa tratadas con el compuesto SL-
108. Se sembraron 3.500 células en placas de 96 pozos y se estimularon con su respectiva ICso (2.4 ug/ml) por
24 h. Posteriormente se fijaron, se permearon y se les adicioné el fluorocromo DAPI y el Anticuerpo 2° unido a

FIT-C para su observacion en el microscopio de campo claro y epifluorescencia.
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Figura 20. Morfologia celular y deteccion de caspasa-3 activa en células CaSki tratadas con el compuesto SL-
108. Se sembraron 3.500 células en placas de 96 pozos y se estimularon con su respectiva ICso (2.8 ug/ml) por
24 h. Posteriormente se fijaron, se permearon y se les adicioné el fluorocromo DAPI y el Anticuerpo 2° unido a

FIT-C para su observacion en el microscopio de campo claro y epifluorescencia
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Figura 21. Morfologia celular y deteccién de caspasa-3 activa en células ViBo tratadas con el compuesto SL-

108. Se sembraron 3.500 células en placas de 96 pozos y se estimularon con su

respectiva ICso (1.5 ng/ml) por

24 h. Posteriormente se fijaron, se permearon vy se les adiciono el fluorocromo DAPI y el Anticuerpo 2° unido a

FIT-C para su observacion en el microscopio de campo claro y epifluorescencia.
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Los resultados que se presentan en las figuras 19, 20 y 21 muestran que las células HelLa, CaSki y
ViBo tratadas con el compuesto SL-108 presentan una morfologia caracteristica de una muerte
apoptotica asi como la presencia de la caspasa-3 activa, lo que confirma que el compuesto SL-108

induce a las células tumorales a una muerte apoptética dependiente de caspasa 3.
Caspasa-3 activa cuantificada por citometria de flujo

Una vez que se confirmd que el compuesto SL-108 induce una muerte apoptoética en células de
cancer cérvico uterino, se procedié a cuantificar la caspasa-3 activa para determinar el porcentaje
de células positivas en la poblacién celular. Para ello, células HelLa, CaSki y ViBo fueron tratadas
con las ICso (Tabla 3) del compuesto y la capsasa-3 activa fue inmunodetectada y el porcentaje de

células positivas a esta caspasa fue cuantificada por citometria de flujo (Figura 22, Tabla 4).
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Figura 22. Porcentaje de células positivas a caspasa-3 activa en células tumorales tratadas con el SL-108.
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Linea celular Control DMSO Camptotecina | Compuesto SL-108
HelLa 3.50 % 3.32% 53.9 % 22.8 %
CaSki 2.81 % 4.29 % 35.2% 52.3%

ViBo 7.89 % 3.45% 33.7% 9.26 %

Tabla 4. Porcentajes de expresion de caspasa-3 activa en las lineas celulares de cancer cérvico uterino Hela,

CasSki, ViBo asi como el control positivo (Camptotecina) a muerte apoptética.

Los resultados mostrados en la figura 22 demuestran que el compuesto SL-108 induce a las células
Hela, CaSkiy ViBo a presentar la capasa-3 activa, confirmando que el compuesto SL-108 induce a

las células tumorales a una muerte apoptética dependiente de caspasa -3.

Actividad antiproliferativa del compuesto SL-108 en linfocitos humanos

Una vez que la actividad antiproliferativa del compuesto SL-108 fue establecida en las lineas de
céncer cérvico uterino HelLa, CaSki y ViBo asi como su actividad apoptética en dichas células, se
consider6 pertinente probar la actividad antiproliferativa en células linfociticas (no tumorales), con la
intencién de establecer si el compuesto SL-108 presenta una accion selectiva. Para esto, cultivos de
células linfociticas de sangre periférica humana marcadas con carboxifluoresceina, fueron tratados
con las concentraciones de 1.5 ug/ml, 2.4 ug/ml y 2.8 ug/ml del compuesto y el porcentaje de

proliferacion celular fue determinada por citometria de flujo (Figura 23).
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Figura 23. Efecto del compuesto SL-108 en la proliferacion de células linfociticas provenientes de sangre
periférica humana activados con fitohemaglutinina (PHA) y marcados con carboxifluoresceina (CSFE). Las

células linfociticas fueron tratadas con 1.5, 2.4 y 2.8 pg/ml de compuesto.

Los datos observados en la figura 23 muestran que el compuesto SL- 108 a concentraciones de 1.5,
2.4 y 2.8 ug/ml, no afecta el potencial proliferativo de las células linfociticas, sugiriendo una accién

selectiva.

Actividad necro6tica en células no tumorales

Con la intencion de evaluar la actividad necrética del compuesto SL-108 en cultivos de células
linfociticas, cultivos de linfocitos fueron tratados con 1.5 ug/ml, 2.4 ug/mly 2.8 ug/ml y la actividad
de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) fue determinada en los sobrenadantes celulares de los

cultivos tratados y considerada como un marcador de muerte celular necrética (Figura 24).
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Figura 24. Porcentajes de actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de
cultivos de linfocitos. Las células linfociticas fueron tratadas conl1.5 pug/ml, 2.4 ng/mly 2.8 pg/ml. El Triton X-100
representa el control positivo donde se observa la maxima cantidad de LDH. Se realizd una prueba estadistica

ANOVA con una significancia del p < 0.05%, seguida de una prueba de Tukey.

Al igual que en las células tumorales, no se reportan actividad de la enzima lactato deshidrogenasas
en los sobrenadantes de los cultivos de linfocitos tratados con el compuesto SL-108, por lo que la

disminucién de la densidad de linfocitos puede deberse a otra causa diferente de muerte necrotica.
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9. Discusion

Los tratamientos contra el cancer aplicados actualmente resultan ser exitosos en pacientes con
tumores Unicos, de tamafio pequefio y detectados tempranamente. Sin embargo, en pacientes con
la enfermedad avanzada, terminales o metastasicos, estos tratamientos resultan ser ineficientes,
poco selectivos y con efectos secundarios graves. Debido a esto se han buscado nuevos
compuestos que tengan una actividad antiproliferativa, de baja toxicidad y con acciéon selectiva.
Dentro de estos compuestos se encuentran los ditiocarbamatos, el B-Nitroestireno y la Piperazina /
2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano que por si solos se han reportado en la literatura como agentes que
pueden inhibir el crecimiento de células tumorales y otras actividades biolégicas propias de cada

uno, lo que los hace ser moléculas importantes para la creacion de nuevos compuestos.

Actualmente la hibridaciéon molecular ha tomado una gran importancia, considerada hoy en dia una de las
estrategias aplicadas con éxito para el disefio y sintesis de agentes bioldgicos novedosos y eficientes. La
hibridacién molecular implica la combinacion de dos farmacéforos distintos para formar nuevas moléculas
hibridas con importancia bioldgica (Mao, et al, 2016). A través de dicho proceso fue como se dio origen a
los compuestos SL-16, SL-97, SL-98, SL-99, SL-100 y SL-108 con el fin de sintetizar nuevas moléculas

que pudieran ser mas eficientes, con baja actividad necrética y de accion selectiva.

Se ha reportado en la literatura la actividad antiproliferativa del ditiocarbamato DTC-1, el cual se ha
encontrado que tiene una ICso de 7.3 uM en células HelLa (Li, et al, 2015), a su vez también se
demostré que el compuesto CYT-Rx20 (3'-hidroxi-4'-metoxi-B-metil -B-nitroestireno) un derivado del

[-nitroestireno tiene propiedades antiproliferativas en células HelLa, CaSki y SiHa mostrando unas

ICsode 1.84, 1.72 y 3.08 ug/ml respectivamente (Wang, Hsieh, et al, 2017), por su parte She y Hao
en 2013 demostraron por primera vez un compuesto que contiene piperazina que posee una potente
actividad anticancerigena en células HelLa con una ICso de 0.155 uM y por Gltimo un compuesto
basado en la molécula 2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano, mostrd tener una actividad antiproliferativa
sobre células CaSki con una ICso de 28 ug/ml (Laskar, et al, 2017). Con respecto a los resultados
obtenidos en este trabajo, los valores de ICso del compuesto SL-108 en células de cancer cérvico
uterino son parecidos a los descritos por Sujay y colaboradores en 2018, mostrando una actividad
antiproliferativa dosis dependiente, es decir entre mas aumenta la concentracion de compuesto, se
puede observar una disminucién del nimero celular. Estas concentraciones resultan ser altas si se
comparan con las del compuesto CYT-Rx20 en células HelLa y CaSki y con el derivado de piperazina
en células Hela, pero menores en comparacion con las del ditiocarbamato DTC-1 y el compuesto
(1S,45S)- N -Boc-2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano-ditiocarbamato, lo que sugiere en estos casos
gue la hibridacién de las moléculas favorecié al aumento de la actividad antiproliferativa. Asi mismo
el grupo metoxi presente en el compuesto SL-108, podria ser el causante del mejoramiento de la

actividad anticancerigena, ya que hay reportes donde la sustitucion por un grupo metoxi en diferentes
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compuestos mejora notablemente las propiedades antiproliferativas (Garuti, et al, 2001; Garuti, et al,
2000; Li, et al, 2010; Lee, et al, 2003).

Con respecto a la actividad necrética de los compuestos se ha encontrado un compuesto formado
por el 2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano y por el ditiocarbamato, el cual no induce una muerte necrética
en células CaSki, MDA-MB231 y SK-Lu-1 (Laskar, et al, 2017). Posteriormente se reportd la actividad
necrotica de los derivados del SL-16 los cuales presentaron una actividad necrética nula o baja
(<10%) en células HelLa, CaSki y ViBo (Laskar, 2018). Lo anteriormente mencionado se correlaciona
con los datos obtenidos en este trabajo en donde la actividad antiproliferativa del compuesto SL-108
en lineas de cancer cérvico uterino, es de baja o nula actividad necrética, sugiriendo asi que los
efectos colaterales generados por la actividad necrética de los quimioterapéuticos clasicos, podrian

ser menores 0 mejor tolerados por los pacientes.

Considerando los numerosos informes y publicaciones sobre la sintesis de agentes
anticancerigenos, no hay medicamentos con 100% de eficacia en canceres diseminados. Por lo
tanto, todavia existe una demanda considerable de descubrimiento de farmacos que conducen a
compuestos anticancerigenos eficientes con un nuevo andamiaje o mecanismo de accién especifico
para superar los problemas asociados con la quimioterapia actual en el tratamiento del cancer, tales
como la toxicidad y resistencia a los medicamentos (Gottesman, 2002). Entre las diferentes
estrategias utilizadas para la quimioterapia, la induccién de la apoptosis o0 muerte celular programada
en las células cancerosas es uno de los enfoques mas requeridos para el tratamiento farmacolégico,
limitando la muerte concurrente de las células normales y permitiendo asi el descubrimiento y
desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos (Gerl & Vaux, 2005). La apoptosis dependiente de
las caspasas es la mas importante forma de muerte celular controlada en células normales y
cancerosas. Se trata de la activacion de una familia de proteasas de cisteina conocidas como
caspasas, dentro de las cuales se encuentra la caspasa 3 que es la enzima clave para promover el

camino hacia la apoptosis (Pop & Salvesen, 2009).

Con lo que respecta al proceso apoptético los resultados han mostraron que el compuesto SL-108
induce un muerte apoptética en células HelLa, CaSki y ViBo ya que se observé la compactacion de
la cromatina, la fragmentacion nuclear y la formacion de los cuerpos apoptéticos en los cultivos
celulares, a su vez también se observd la presencia de la caspasa -3 activa con diferentes
porcentajes, para HeLa 30.9%, CaSki 35.3% y ViBo 9.26 %, con lo que se confirmo que el compuesto
SL-108 si induce una muerte apoptética dependiente de caspasa-3, dichos resultados coinciden con
lo reportado en la literatura para cada compuesto que lo conforma, en donde encontramos que los
ditiocarbamatos son capaces de inducir apoptosis mediada principalmente por caspasas 3, 6 y 9
activadas por un via intrinseca dependiente de p53 en donde se observé un aumento en las proteinas

proapoptéticas y una disminucién de las proteinas antiapoptéticas en células HelLa (Li, et al, 2015);

52



Brenda Gutiérrez Martinez UNAM FES ZARAGOZA

también encontramos que el derivado del p-nitroestireno, el CYT-Rx20 indujo apoptosis

dependiente de caspasas 9 y 3 en células de cancer de ovario y células de cancer cérvico uterino
a través de una via de induccion de ROS y dafio al ADN (Wang, et al, 2017) (Wang, Hsieh, et al,
2017) asi mismo, otro derivados suprimen la via de sefializacién TNFa / NFkB en un retinoide X
receptor a (RXRa) de manera dependiente para inducir la apoptosis en células de cancer de mama
(Zeng, 2015). Por otro lado, los derivados de la piperazina han demostrado ser inductores de
apoptosis dependientes de caspasas 8 y 3 mediante la inhibicién de la via PISK/AKT (She & Hao,
2013). Complementario a esto se encontré que otro derivado desencadena la apoptosis activando
caspasas 9 y 3 mediante una via intrinseca en las células de leucemia U937 (Sampson, et al,
2011).También se ha reportado un compuesto basado en la molécula 2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano
induce apoptosis a través de un proceso dependiente de caspasas en células CaSki (cancer cérvico
uterino), MDA-MB-231 (cancer de mama) y SK-LU-1(cancer de pulmén) (Laskar, et al, 2017). De
igual manera, se consideré que el compuesto SL-16 (molécula inicial de donde derivé el SL-108)
exhibié una actividad antiproliferativa induciendo a las células cancerosas de cuello uterino a una
muerte por apoptosis mediante la activacion de la caspasa-3 (Laskar, 2018).Lo mencionado
anteriormente y los resultados de este trabajo confirman que las moléculas conservaron su actividad
apoptotica a pesar de la hibridacién y las modificaciones estructurales que se realizaron sobre estas
para dar lugar al compuesto SL-108, a su vez también la adicion del grupo metoxi a la molécula
hibrida pudo aumentar dicha actividad ya que se ha reportado en un estudio que los grupos metoxi
en diferentes posiciones de un compuesto pueden ser cruciales para el efecto pro-apoptotico (Li, et
al, 2010) (Roberti et al., 2003).

Los farmacos anticancerosos tratan a la enfermedad matando a las células que crecen rapidamente.
Sin embargo, también hay células sanas y normales (como las sanguineas, las del pelo, de piel y las
del tubo digestivo) que crecen y se dividen rapidamente. Por ello, estas células sanas también
pueden resultar dafiadas por el tratamiento, y esa es la razén por la que la quimioterapia puede
originar efectos secundarios (SEOM, 2018). Por tal motivo se buscan nuevos compuestos que
tengan una actividad antiproliferativa y que a su vez tengan un efecto mas selectivo, de forma que
se afecten en lo menos posible las células sanas. La selectividad del compuesto no habia sido

probada por lo que es un punto relevante de nuestro trabajo.

En relacién con el compuesto SL-108, solo se tienen datos de la molécula origen que es el compuesto
SL-16 y del cual se report6 en la literatura que no afect6 significativamente la proliferacion de células
linfocitarias a concentraciones de 0,31 y 0,42 pg/ml. Sin embargo, en la concentraciéon 1 ug/mL, la
proliferacion de células linfocitarias esta fuertemente inhibida. Por lo tanto, a una concentracion de 1
ng/mL podria tener un efecto inmunosupresor (Laskar, et al, 2018). En comparacién con los datos
obtenidos del compuesto SL-108 sobre los cultivos de linfocitos tratados con las ICso 1.5 pg/ml, 2.2

ug/mly 2.4 pug/ml no afecto significativamente la proliferacion de las células no tumorales, ademas
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de no inducir una muerte necrética en estas células, donde las concentraciones son mas altas en
comparacion con las del compuesto SL-16, el cual ejerce un fuerte efecto antiproliferativo, sugiriendo
que el compuesto SL-108 actia de manera selectiva. Estos resultados también indican que el grupo
metoxi agregado al compuesto SL-108 en la posicion 4 del anillo aromatico es importante para

atenuar la actividad antiproliferativa en células linfociticas registrada en el SL-16.

Los resultados obtenidos en este trabajo son de importancia ya que se encontré que el compuesto
SL-108 tiene propiedades antiproliferativas en células de cancer cervical, con una baja o nula
actividad citotoxica (necrosis) y con actividad inductora de muerte apoptética, denotando una gran
relevancia, ya que en la mayoria de los compuestos quimioterapéuticos usados para el tratamiento
contra el cancer, dan origen a una fuerte actividad necrotica que en consecuencia provocan efectos
secundarios graves, sugiriendo que dichos efectos secundarios generados por el compuesto SL-108
serian menores 0 mas tolerables. Otro de los puntos relevantes es que el compuesto SL-108 mostré
ser selectivo, que lo hace un compuesto prometedor para ser estudiado como un agente con

potencial terapéutico contra el cancer.
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10. Conclusiones

3

El compuesto SL-108 presenta actividad antiproliferativa en las células de cancer cérvico

uterino HelLa, CaSki y ViBo, con unas Clso de 2.4, 2.8 y 1.5 ug/ml respectivamente.

Las concentraciones de ICso del compuesto SL-108 en cada linea celular no promueven una

actividad necrética en los cultivos de células con céancer cérvico uterino HelLa, CaSki y ViBo.

El compuesto SL-108 a las concentraciones de 2.4, 2.8 y 1.5 ug/ml, induce muerte apoptética

en las células HelLa, CaSki y ViBo, dependiente de caspasa-3 activa.

En cultivos de linfocitos el compuesto SL-108 no afecta el potencial proliferativo de los

linfocitos tratados con 1.5, 2.4 y 2.8 ug/ml ni genera una muerte necrotica.
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12. Anexos

Preparacion de reactivos

¢ Medio de cultivo RPMI-1640

RPMI-1640 (Laboratorios Microlab) 10.42g
NaHCO3 (Sigma-Aldrich, E.U.A) 29

Una vez pesados los reactivos se disuelven en 800ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con
HCI 1N y se afora a 1000ml de agua bidestilada. La solucién se esteriliza por medio de filtrado en
vacio a través de una membrana con poro de 0.47mm, se almacena a 4°C. El medio de cultivo se
complementa con 5% de suero de ternera neonatal (SNT), en la porcién requerida y posteriormente
es nuevamente filtrada.

¢ Desactivacion del suero

Para poder adicionar el SNT al medio RPMI-1640, previamente el suero se debe desactivar, para
ello se coloca en bafio de agua a temperatura ambiente para ser descongelados, posteriormente se
colocan en bafio maria a 56°C durante 30 min. Una vez desactivado se alicuota en tubos conicos de
plastico estériles de 50ml.

¢ \Verseno

Se utiliza para despegar las células del cultivo, en este caso se usaron para despegar HeLa y CaSki,
su funcién es actuar como un agente quelante que secuestra a los iones de calcio y magnesio de las

uniones celulares. Para su preparacién se utilizan los siguientes reactivos:

Acido Etilén Diamino Tetra Acético EDTA (Sigma, USA) 0.4g

Cloruro de Sodio NaCl (Sigma, USA) 8g
Cloruro de potasio KCI (Sigma, USA) 0.4g
Tris (Sigma, USA) 3.04¢g

Los reactivos se disuelven en 800ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH de la solucién a 7.7 con
HCI 1N y se afora a 1000ml de agua bidestilada. La solucién se esteriliza a una presién de 1.20

kg/cm? durante 15 min y se almacena a 4°C.
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¢ Tripsina

Esta solucién se usé para despegar a las células ViBo del cultivo celular, su funcién se basa en
romper los enlaces peptidicos de las proteinas mediante hidrélisis para formar péptidos de menor

tamafio y aminoacidos. Se prepara al 0.5% en verseno e condiciones estériles.
¢ Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

Esta solucién fue empleada para lavar las células ya que mantienen las condiciones fisiolégicas
estables por un corto tiempo esto se debe a su capacidad amortiguante. Para su preparacion se

necesitan los siguientes reactivos:
Fosfato diacido de potasio KH2PO4 (Sigma- Aldrich, USA) 0.20g

Fosfato monoécido de sodio NaH2PO4 (Sigma-aldrich, USA) 2.169g
Cloruro de sodio NaCl (Sigma-Aldrich, USA) 8.0g
Cloruro de potasio KCI (Sigma-Aldrich, USA) 0.20g
Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada. A esta solucién se le ajusta el pH a 7.2

utilizando HCI 1N, posteriormente se afora a 1000ml. Finalmente se esteriliza por medio de filtracion

con una membrana de 22 um y se almacena a 4°C.
¢ Glutaraldehido

Esta solucion fue usada para la fijacion de las células para preservar la estructura celular ya que es
capaz de formar puentes entre moléculas de los tejidos. En solucion polimeriza formado dimeros y
trimeros. Se prepara de la siguiente manera diluyendo 1.57 ml de glutaraldehido (70% v/v) en

98.43 ml de agua bidestilada y se almacena a 4°C.
¢ Fijador de células para microscopia de epifluorescencia

Este fijador se us6 para fijar la células a las placas de cultivo y permitir a su vez que se permeabilicen
con tritdbn X-100 para la posterior incorporacion de los anticuerpos y fluorocromos dentro de la célula.

Para su preparacién se necesitan:

Paraformaldehido al 4% 0.8g

Glutaraldehido al 2.5% 0.8 ml

Calentar en bafio maria a 60°C 20 ml de PBS y agregar los 0.8 g de paraformaldehido, una vez

disuelto, la soluciéon se pasa a hielo para que se enfrié y posteriormente se agregan 0.8ml de
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glutaraldehido y se mezclan, se alicuotan en tubos coénicos de plastico de 15 ml y se refrigeran a
4°C.
¢ Solucion de cristal violeta (0.1%)

Este reactivo se usé para la tincién de las células y poder definir el nimero celular. Para su

preparacién se necesita:

Hidroxido de sodio NaOH (Sigma-Aldrich, E.U.A) 3.96 g
Acido Férmico (Sigma-Aldrich, E.U.A) 4.28 ¢

Cristal Violeta (Sigma-Aldrich, E.U.A) 10g9

Se preparan 500 ml de cristal violeta a una concentracion de 0.1%. Se requiere previamente preparar
una solucién amortiguadora de acido férmico 200 mM con un pH de 6. Posteriormente se adiciona

el cristal violeta, se diluye y se filtra usando papel filtro. Se almacena a temperatura ambiente.
¢ Solucion de acido acético (10%)

A 10 mL de &cido acético (J. T. Baker) se le agregan 90 ml de agua bidestilada.
¢ Camptotecina

Se us6 este farmaco como control positivo de muerte celular apoptoética, ya que se conoce que activa
la via intrinseca de la apoptosis. Se preparacién consiste en pesar 5mg de camptotecina y disolverlos
en un 1ml de DMSO. Una vez disuelto se realizan alicuotas de 50ml en tubos eppendorf de 0.5 ml

estériles y se almacena a temperatura ambiente.
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