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El cancer es ubicuo en nuestra poblacion humana; la tnica manera cierta de
evitarlo consiste en no nacer, ya que vivir supone un riesgo.

- S.L. Robbins
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1 RESUMEN

El cancer cervicouterino es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres
mexicanas. Los compuestos que se aplican actualmente en el tratamiento contra el
cancer son ineficientes en estados avanzados de esta enfermedad, generando la
necesidad de la busqueda de nuevos compuestos. Al respecto, el disulfiram (DSF)
es un ditiocarbamato que ha sido utilizado para el tratamiento del alcoholismo y
actualmente se le ha descrito con actividad antiproliferativa e inductor de apoptosis
en diferentes lineas tumorales. Sin embargo, el DSF es metabolizado una vez que
entra a torrente sanguineo y se desconoce cual de sus metabolitos es el
responsable de dicha actividad. ElI S-metil-N,N-dietilditiocarbamato Sulfona
(MeDDTC-SO2), un metabolito del DSF, no ha sido estudiado, por lo que en este
trabajo la actividad antiproliferativa, necrética y apoptética del MeDDTC-SO2 fue
evaluada en las lineas celulares provenientes de cancer cervicouterino HeLa, CaSki
y ViBo.

La actividad antiproliferativa fue evaluada mediante la técnica colorimétrica de
cristal violeta y expresada como la concentracion requerida de compuesto para
disminuir en un 50 % la densidad celular (ICsp). La actividad necrética fue evaluada
a través de la cuantificacion de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH) presente en los sobrenadantes de los cultivos celulares. La actividad
apoptotica fue determinada por microscopia de campo claro, observando las
caracteristicas morfolégicas propias de células apoptoticas, asi como la
inmunodeteccidn de la caspasa 3 activa en las células tumorales determinada por
microscopia de epifluorescencia y cuantificada por citometria de flujo. Por ultimo, la
selectividad del compuesto fue evaluada determinando el efecto de las ICso en el
potencial proliferativo de células no tumorales (linfocitos de sangre periférica) a
través de la técnica de incorporacion de carboxifluoresceina (CSFE) y de igual
manera se determind la actividad de LDH en los sobrenadantes celulares, para
determinar su actividad citotoxica (necrotica) en estas células.

Los resultados obtenidos indican que la actividad antiproliferativa del MeDDTC-SO>
fue dosis dependiente con valores de la ICso para HelLa, CaSki y ViBo de 0.493,
0.452 y 0.163 pyg/mL respectivamente. No se detecto actividad significativa de LDH
en los sobrenadantes tanto en células tumorales y no tumorales. Las lineas de
cancer cervicouterino mostraron caracteristicas morfolégicas tipicas de células
apoptoticas y mostraron positividad a la caspasa 3 activa. Las ICso del MeDDTC-
SO2 correspondiente para las lineas celulares tumorales, no afectaron la
proliferacion de linfocitos humanos. Lo anterior muestra que el MeDDTC-SO:
presenta actividad antiproliferativa, con nula actividad necrética, con capacidad de
inducir muerte celular apoptotica en las lineas celulares HelLa, CaSki y ViBo, sin
afectar el potencial proliferativo de células no tumorales, sugiriendo que este
compuesto es un digno candidato para ser estudiado en modelos in vivo, con la
intencidn de establecer su uso como agente antitumoral con potencial terapéutico.
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2 MARCO TEORICO
2.1 La célula

Son unidades estructurales fundamentales y las formas de vida mas simples (Alberts
y Bray, 2006). En su interior se producen numerosas reacciones quimicas que les
permiten crecer, reproducirse por division, producir energia para sus actividades,
ocuparse de actividades mecanicas, reaccionar a estimulos y eliminar residuos. El
conjunto de estas acciones se llama metabolismo (Karp, 2011).

El crecimiento de los organismos depende de un aumento en la masa o el tamafio
general de los tejidos. Este proceso es el resultado del aumento en el volumen
celular, o a través del incremento del numero de células mediante la proliferacion
(Jo et al., 2009) y que es mediado por el ciclo celular.

2.2 Ciclo celular

Este ciclo estda constituido por una serie ordenada de acontecimientos
macromoleculares 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 madre
(Lodish, 2005) permitiendo crecer y reemplazar las células a medida que se
desgastan. En los animales, el ciclo de una célula normal toma alrededor de 24
horas de principio a fin para los diferentes tipos de células, aunque algunas, como
las de la piel o las tumorales, estan constantemente pasando por este ciclo. La
secuencia de eventos que se producen cuando se estimula una célula para crecer
y dividirse constituye el ciclo celular (Fig.1). Inicia con células estimuladas por
factores de crecimiento con el fin de entrar en el ciclo celular (fase G1), en el que
se prepara para un periodo de sintesis de ADN (fase S). Hacia el final de G1, hay
un punto de restriccion (R), en que se repara el ADN en caso de estar dafiado, las
proteinas supresoras de tumores como la del retinoblastoma RB y la familia de las
proteinas p53, actuan en la fase G1 regulandola de manera importante. La proteina
RB tiene como funcién principal inhibir la transicion de la fase G1 a S. Su actividad
depende de su estado de fosforilacion: si RB no esta fosforilada (estado activo), se
encuentra unida al factor de transcripcion E2F evitando su translocacion al nucleo y
la activacion de genes necesarios para la sintesis del ADN (Lépez-Marure, 2003).
De no ser asi, sigue adelante el ciclo. Una vez que se han duplicado sus
cromosomas, la célula entra a un segundo periodo de crecimiento (fase G2), cuando
se prepara para dividirse en dos células hijas durante el periodo de la mitosis (fase
M). Esta fase M se divide en una serie de pasos discretos que comienzan con la
profase, metafase, anafase, telofase y, finalmente, el proceso de la citocinesis, en
donde la célula origina a dos células hijas iguales con el mismo material genético
(Cruz et al., 2014).
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Las células tienen mecanismos de control capaces de frenar el ciclo celular si algun
error ocurre, bien para poder ser reparado, o bien para inducir la muerte programada
cuando el dano es muy grande. En condiciones normales no se permite la
progresion del ciclo hasta que el error no se haya corregido; sin embargo, las células
tumorales tienen mutada alguna de las proteinas reguladoras y son capaces de
repetir el ciclo indefinidamente aun sin integridad del ADN (Burgués et al., 2005).

Interfase

\

Gy: la

S ceélula crece
3 y lleva a cabo
su metabolismo

normal; los organelos

\ se duplican

N 7
. o Gy
\ . & la célula
\ crece y se prepara
para la mitosis

S:
replicacion de
DNA y duplicacion
de cromosomas

profase

Figura 1. Esquema de las fases del ciclo celular. Modificada y obtenida de Karp, (2014).

2.3 Muerte Celular

La muerte celular es parte fundamental del desarrollo normal y el ciclo de
maduracion, asi como un componente de respuesta de los tejidos vivos a los
agentes xenobidticos (es decir, microorganismos y productos quimicos) y a las
modulaciones endogenas, como la inflamacion (Kanduc et al., 2002). Las células
que mueren se sustituyen por otras, proceso que esta regulado y que asegura el
mantenimiento de un balance adecuado entre la pérdida, la renovacién y la
diferenciacion celular manteniendo un equilibrio (homeostasis) a fin de garantizar la
poblacién adecuada en cada momento (Lizarbe, 2007). Se calcula que el cuerpo
humano produce y erradica cada dia miles de millones de células. Existe otras
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causas que provocan la muerte de las células como son: pérdida de su funcion,
dafio mecanico, infeccidn por microorganismos o virus, accion de agentes quimicos
toxicos o la falta de nutrientes. La muerte celular, segun criterios bioquimicos y
morfologicos se puede dividir en una muerte que transcurre por mecanismos
regulados, como la apoptosis, y la no regulada (necrosis) (Degterev y Yuan, 2008)
(Cuadro 1).

Caracteristicas Morfolégicas

o Pérdida de la integridad de la e Formacibn de ampollas en la
membrana membrana, pero sin pérdida de la

¢ Hinchamiento del citoplasma integridad

e Lisis celular total e Encogimiento del citoplasma y la

e Sin formacién de vesiculas condensacion del nucleo

e Desintegracién (hinchamiento) de e Fragmentacion de las células en

los organelos pequefos cuerpos
e Formacion de cuerpos apoptoticos
e lLa mitocondria se vuelve
permeable debido a la formacién de
poros involucrando proteinas de la

familia bcl-2
Caracteristicas Bioquimicas
o Pérdida de la regulacion de la e Proceso fuertemente regulado que
homeostasis de iones involucra la activacién de enzimas
e Sin requerimiento de energia (caspasas)

Dependiente de energia (ATP)
Fragmentacién no aleatoria de ADN
Condensacion de la cromatina
Liberacion de varios factores
(citocromo ¢, AIF) por la mitocondria
en el citoplasma

e Alteraciones en la membrana
(translocacion de fosfatidilserina
desde el lado citoplasmatico hasta
el lado extracelular de Ia

(proceso pasivo)
e Fragmentacion aleatoria del ADN
posterior a la lisis

membrana)
Implicaciones fisiolégicas
e Afecta a grupos de células e Afecta a células individuales
circunstanciales ¢ Inducida por estimulos fisiolégicos
e Inducida por alteraciones no (falta de factores de crecimiento,
fisioldgicas (dafo celular o tisular) cambios en el ambiente hormonal)
¢ Respuesta inflamatoria e Fagocitosis por células como
macrofagos

e Sin respuesta inflamatoria

Cuadro 1: Caracteristicas generales de la muerte celular por necrosis y apoptosis. Modificado
y tomado de Kunapuli et al. (2006).
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2.31 Apoptosis

Para definir a este proceso, se acuno el término apoptosis, neologismo tomado del
griego clasico (apo: “fuera de” o “separacidon” y ptosis: “caida”) que hace referencia
a la caida de las hojas (Kerr et al., 1972). Se identificoé originalmente en
Caenorhabditis elegans y mas tarde en células de mamiferos (Cohen, 1997).
Suicidio, muerte celular programada o apoptosis, es una serie de eventos que
culminan en la muerte de la célula de forma genéticamente regulada. Estos
mecanismos fisiolégicos de muerte son empleados por los organismos
multicelulares durante el desarrollo, la morfogénesis y en el mantenimiento de la
homeostasis tisular en el organismo adulto, asi como para controlar el numero de
células y eliminar células infectadas, mutadas o dafadas que representen una
amenaza para el organismo (Degterev y Yuan, 2008). La muerte por apoptosis es
un proceso estrictamente controlado por un conjunto jerarquico de moléculas mas
ordenado que la necrosis (Los et al., 2002); se detectan cambios morfoldgicos
particulares. Estas caracteristicas revelan condensacion de la cromatina nuclear,
desintegracion nuclear, disminucion del tamafio nuclear, compactacion del
citoplasma y de organelos, alteraciones del citoesqueleto y burbujeo de la
membrana (manteniéndose intacta). Durante el proceso final ocurre fragmentacion
del ADN debido a una ruptura internucleosomal del ADN y se forman fragmentos
nucleares recubiertos de membrana (cuerpos apoptéticos), que son fagocitados sin
evidencia de reaccion inflamatoria (Kunapuli et al. 2006) (Fig. 2). La muerte celular
por apoptosis se puede dar por dos vias, la via extrinseca y la via intrinseca. A
continuacion, se describen brevemente cada una de ellas.
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Figura 2. Proceso de muerte apoptotica. Modificada y tomada de
https://www.open.edu/openlearn/science-maths-technology

Via extrinseca: Involucra la activacion de la cascada apoptética a través de
receptores en la membrana celular en respuesta a sefales extracelulares (Cuello et
al., 2006). En esta via, los receptores como TNF, Fas y TRAIL interactuan con sus
respectivos ligandos. Esta unién permite el reclutamiento intracelular de varias
moléculas efectoras que inducen la activacion de caspasas (Shen y Pervaizs, 2006).
La ruta extrinseca causada por los receptores de Fas y su ligando induce una
oligomerizacion de receptores Fas, que conducen a la activacion del “Dominio de
muerte” (DD, del inglés death domain). Mediante la union de proteinas adaptadoras
citosdlicas FADD con los dominios DD activados se origina un complejo que puede
unir a dos moléculas de procaspasa-8, que reciprocamente se auto-activan (Mdller,
2008). Finalmente, la caspasa-8 puede activar a la caspasa-3, iniciandose asi el
programa de muerte celular (Shen y Pervaizs, 2006), o bien puede escindir a Bid,
un miembro proapoptético de la familia de Bcl-2. Bid truncado se traslada del
citoplasma a la membrana externa mitocondrial e induce cambios en la
permeabilidad de la membrana que promueven la liberacion del citocromo C del
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espacio intermembranal de la mitocondria hacia el citoplasma para generar
suficiente actividad de caspasas ejecutoras y provocar la muerte celular programada
por la via intrinseca(Velazquez et al., 2004)(Fig. 3).

Via intrinseca: Una sefnal determinada de muerte proveniente del interior de la
célula, provocada por agentes genotoxicos, determinan una respuesta de estrés o
dafio celular que induce apoptosis a través de esta via (Cuello et al., 2006), donde
intervienen numerosas proteinas proapoptoticas, tales como citocromo C, AlF y
SMAC/DIABLO (Porter y Urbano, 2006). Entre los inductores de apoptosis mas
importantes se encuentra el supresor de tumores p23. Tras el dafio del ADN, p23
inicia un periodo de reparacion. Alternativamente, p23 puede enviar a la célula a
apoptosis con dafios de ADN irreparable; para ello p23 induce la expresion del gen
bax. La proteina Bax regula en la membrana mitocondrial externa la liberacion de
citocromo C de la membrana interna de este organulo al citoplasma (Muller, 2008).
El citocromo C liberado se une a Apaf-1 para formar un complejo multimérico que
recluta y activa a la procaspasa-9. La caspasa-9 activa a su vez a las procaspasas
3y 7 (Velazquez et al., 2004), que son las responsables de la escision de varias
proteinas que llevan a las caracteristicas bioquimicas y morfolégicas de la apoptosis

(Fig. 3).
Fasl o
000000000000 000 000000000000 000000000000 0000000000000 000000 (-]
OO0 OCOO0O000000O 000000 000000000000 000000000000 o o OO0 CO000
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Figura 3. Esquema de las vias de la apoptosis. Modificada y tomada de Montero (2017).
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2.3.2 Necrosis

La necrosis es considerada como una forma de muerte accidental, prematura e
incontrolable que ocurre de manera aguda (Baynes y Dominiczak, 2019), mediante
una agresion que causa lesidn en una porcion importante de células o de tejido.
Esta agresion puede ser provocada por toxinas, hipoxia, isquemia, traumatismo y
cualquier otra condicion que genera caida de ATP. Esto crea cambios que
histolégicamente, estan representados por desorganizacion. Entre los cambios
nucleares, el ADN es partido en fragmentos irregulares al azar, también se han
descrito picnosis nuclear o pérdida de volumen, y caridlisis, cuando ya no se detecta
estructura cromatinica (Agudelo y Lopez, 2010). Morfolégicamente, hay ganancia
de volumen celular (oncosis), ruptura de la membrana plasmatica y salida del
material intracelular como las enzimas lisosomales, esta accion provoca dafios
adicionales al tejido, produciéndose la atraccion de células del sistema inmune en
el area, lo que genera el proceso de inflamacion (Nanji y Hiller-Sturmhofel, 1997)
(Fig. 4).

La LDH (lactato deshidrogenasa) es una enzima citoplasmatica oxidorreductasa,
soluble y de gran tamano. Esta presente en casi todas las células y se libera en el
espacio extracelular cuando se dana la membrana plasmatica por lo tanto su
presencia extracelular esta siempre relacionada con la necrosis celular (Chan et al.,
2013).
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Figura 4. Proceso de muerte necrotica. Modificado y tomado de
https://www.open.edu/openlearn/science-maths-technology

2.4 Cancer

El cancer es una enfermedad provocada por un grupo de células que se multiplican
sin control y de manera autonoma, invadiendo localmente y a distancia otros tejidos
(De la Garza y Juarez, 2013). Las caracteristicas del cancer incluyen funciones
bioldgicas adquiridas durante el desarrollo de varios pasos en los tumores humanos
a los que Hanahan y Weinberg (2011) llamaron sellos distintivos del cancer. Estos
incluyen el mantenimiento de la sefalizacion autonoma proliferativa, evasion de los
supresores de proliferacion, escapatoria a la muerte celular programada
(apoptosis), potencial replicativo ilimitado (atribuida a la presencia de telomerasa),
la induccién de la angiogénesis (formacion de nuevos vasos sanguineos), y la
capacidad de invasion y metastasis. Recientemente se han anadido otras
caracteristicas; como son, desregulacion energética celular, impedimento de la
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respuesta inmune, inflamacién promovida por el tumor, inestabilidad gendémica y
mutacion (Karp, 2011; Pecorino, 2012; Hanahan y Weinberg, 2011).

El proceso de formacién de un cancer consiste en multiples alteraciones en el
genoma de las células por acumulacion de mutaciones en unos genes especificos,
los cuales son la clave molecular para entender las raices del cancer. Entre los
numerosos genes relacionados con la transformacion maligna de células se
encuentran dos grandes grupos, clasificados como oncogenes y genes supresores
de tumores. Ambos presentan como denominador comun su implicacion en la
proliferacion celular. Los protooncogenes como genes que codifican proteinas,
regulan de manera normal y fisioldgica la cascada de eventos que sirven para
mantener el control de la progresién del ciclo celular y el estado normal de
diferenciacion de la célula. Las versiones alteradas de estos protooncogenes por
mutaciones dan lugar a los oncogenes. En consecuencia, las funciones de los
productos génicos de los protooncogenes y de los oncogenes son diferentes; en los
oncogenes estos productos son las oncoproteinas. Estas proteinas provocan una
serie de cambios tanto celulares como moleculares, segun el nivel molecular
especifico en donde actuen. De igual forma que los oncogenes, son determinantes
en la evolucion del cancer. También los genes supresores de tumores desempefian
un papel clave en la tumorogénesis, ya que operan restringiendo o suprimiendo la
proliferacion celular bajo ciertas condiciones. Estos genes son sumamente
importantes, ya que para la formacion tumoral maligna es necesaria su inactivacion
o pérdida, lo que les confiere una naturaleza recesiva (Salazar et al., 2013).

Las causas que probocan la progresion de un cancer residen en agentes que
pueden alterar nuestros genes. Estos agentes externos se pueden dividir en tres
grupos: agentes quimicos, la mayoria producidos por la actividad industrial como
los colorantes de acridina, la formalina, el acido nitroso, agentes alquilantes, el
benzopireno, el acido boérico, parabenos, cromo hexavalente, entre otros; agentes
fisicos como radiaciones ionizantes: luz ultravioleta, particulas alfa, beta y gamma,
u otras formas de radiacion de alta energia; y agentes biologicos como bacterias
(Helicobacter pylori) y virus (tales como VPH-16, VPH-18, virus de Epstein-Barr y
otros) (De la Garza y Juarez, 2013; Salazar et al., 2013).

El cancer puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tejido
corporal. Consta de distintas formas de clasificarse, siendo tres los principales tipos:
a) Los sarcomas proceden del tejido conectivo como huesos, cartilagos, nervios,
vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo. b) Los carcinomas proceden de
tejidos epiteliales como la piel o los epitelios que tapizan las cavidades y érganos
corporales, y de los tejidos glandulares de la mama y préstata. Los carcinomas de
estructura similar a la piel se denominan carcinomas de células escamosas. Los
que tienen una estructura glandular se denominan adenocarcinomas. c) Las
leucemias y los linfomas, que incluyen los canceres de los tejidos formadores de las
células sanguineas (Goldman, 2009; Mandal, 2014).
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2.5 Cancer cervicouterino (CaCu)

El CaCu es el crecimiento anormal de las células que se encuentran en el cuello de
la matriz especificamente en la unién escamo-columnar que es el punto donde las
células escamosas y columnares se encuentran. Esta unidn se encuentra
tipicamente entre el ectocérvix central y el canal cervical inferior, pero la localizacion
varia a lo largo de la vida de la mujer desde el desarrollo fetal hasta la menopausia
(Vicuna et al., 2009). Los principales factores para desarrollar CaCu son: infeccion
cérvico vaginal por virus del papiloma humano de alto riesgo, tabaquismo, uso
prolongado de hormonas, numero elevado de embarazos, el inicio temprano de las
relaciones sexuales sin proteccion en la adolescencia, multiples parejas sexuales,
antecedentes de enfermedades de transmision sexual (Secretaria de Salud, 2015).

De acuerdo con la OMS en 2018, murieron de CaCu unas 311 000 mujeres; mas
del 85% de esas muertes se produjeron en paises de ingresos bajos y medios como
México, en donde es la segunda causa de muerte, lo que representa un problema
de salud publica asociado a la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH)
que se transmite por contacto sexual (Ferlay et al., 2018).

251 Virus del Papiloma Humano (VPH)

El virus del papiloma (VP), pertenece a la familia Papillomaviridae. Infecta
especificamente el epitelio escamoso de mas de 20 especies diferentes de
mamiferos, aves y reptiles. La particula viral del papiloma humano tiene una capside
de 72 capsomeros (60 hexameros y 12 pentameros), con un diametro aproximado
de 55 nm y que contiene al genoma viral. Los marcos de lectura se agrupan en dos
conjuntos denominados genes de expresion temprana (E, early) y genes de
expresion tardia (L, late). En el primer grupo se encuentran E1, E2, E4, E5, E6y E7.
Las proteinas codificadas en el genoma que forman parte de la estructura del viridon
son solo dos: L1y L2. El VPH es relativamente estable y debido a que no tiene una
envoltura, permanece infeccioso en un ambiente humedo por meses (Lopez y
Lizano, 2006).

El ciclo de los VPH esta estrechamente ligado al crecimiento y diferenciacion de las
células epiteliales hospederas. El VPH inicia su ciclo productivo infectando a las
células poco diferenciadas de las capas basales del epitelio, donde inicia la
transcripcion de sus genes. La forma en que el VPH alcanza las células de los
estratos bajos del epitelio es a través de lesiones, micro-heridas y abrasiones del
tejido. El virus se une a su célula blanco a través de un receptor de membrana, la
molécula a6-Integrina. Una vez ocurrida la infeccion el virus se establece dentro del
nucleo de las células basales. EI ADN viral permanece en estado episomal (circular)
fuera de los cromosomas del hospedero, replicandose a niveles muy bajos en
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coordinacion con la division celular. Cuando las células infectadas se diferencian y
migran desde la capa basal hacia el estrato espinoso del epitelio, la replicacién viral
se estimula, produciendo la acumulacion de viriones dentro del nucleo. El analisis
de las moléculas de ARN mensajero viral durante las diferentes etapas de
diferenciacion de las células infectadas demuestra que la expresion de los genes
tempranos ocurre a lo largo de todos los estratos epiteliales, sin embargo, la
expresion de los genes tardios se observa unicamente en los queratinocitos
totalmente diferenciados de los estratos mas superficiales, donde también ocurre el
ensamblado de las capsides virales que dan lugar a la formacion de viriones (Fig.
5) (Sanabria, 2009).

Canal cervical Las particulas del virus

se ensamblan y el virus
:l se libera. INFECCION
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madura — ) S
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Figura 5. Ciclo de vida del VPH en el cérvix. Modificada y tomada de Frazer (2004).

Dicho proceso de infeccidn inicia con la presencia de células atipicas en el epitelio
cervical lo cual es conocido como displasia. Las lesiones displasicas pueden ser
leves, moderadas o severas las cuales son consideras precursoras del carcinoma
in situ y del carcinoma invasor. Estas lesiones son también llamadas neoplasia
intraepitelial cervical (NIC I, NIC Il o NIC 1ll) (Medina-Villasefior y Martinez-Macias,
2009).

2.6 Diagnéstico y Tratamiento del Cancer Cervicouterino

El diagnostico implica el uso de la citologia como la prueba de Papanicolaou (que
busca cambios en las células de la zona de transformacion) el cual ha tenido muy
poco impacto en la incidencia y mortalidad de cancer de cuello uterino. Esto se
puede explicar principalmente por la baja sensibilidad de la prueba y el elevado
porcentaje de mujeres con anormalidades citologicas que no son evaluadas y/o
tratadas adecuadamente. Las pacientes con resultados de Papanicolaou anormales
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se les incluye una valoracién colposcopica, la confirmacion del diagnostico mediante
biopsia y el tratamiento de lesiones precancerosas usualmente con asa electro
quirurgica (Almonte et al., 2010).

El tratamiento del cancer es la serie de intervenciones (incluyendo apoyo
psicosocial, cirugia, radioterapia, quimioterapia, entre otras) dirigidas a curar la
enfermedad o prolongar considerablemente la vida del paciente al tiempo que se
mejora su calidad de vida. El tratamiento del cancer cervicouterino estara
determinado por el tamafo tumoral, extension de la invasion miocervical, invasion
parametrial, extension de la pared pelviana, afectacion de los ganglios linfaticos y
presencia de metastasis (Son et al., 2010).

Cirugia: La cirugia es el método mas empleado para aquellos tumores pequefios,
tiene la ventaja de un tiempo mas corto de tratamiento, conocimiento preciso de la
extension de la enfermedad, extirpacion de la lesion primaria, lesion tisular mas
limitada, potencialmente preservar los ovarios y, en casos especiales, incluso la
funcién reproductiva. El médico puede emplear uno de varios tipos de cirugia
disponibles para el carcinoma in situ con el fin de destruir el tejido canceroso:

e La criocirugia consiste en la eliminacion del cancer por congelamiento.

e La cirugia con rayo laser consiste en el uso de un haz de luz intensa para
eliminar células cancerosas.

El cirujano puede extraer el cancer empleando una de las siguientes operaciones:

e La conizacion consiste en la extraccion de un pedazo de tejido en forma de
cono en el lugar donde se encuentra la anormalidad. La conizacion se emplea
para extraer un pedazo de tejido para una biopsia, pero también puede
utilizarse para el tratamiento del cancer incipiente del cuello uterino.

e La histerectomia es una operacion en la cual se extrae el utero y el cuello
uterino ademas del cancer. La operacion se llama histerectomia vaginal, si el
utero se extrae a través de la vagina; histerectomia abdominal total, si se
extrae mediante un corte (incisiéon) en el abdomen; salpingooforectomia
bilateral, cuando son extraidos los ovarios y las trompas de Falopio; durante
la histerectomia radical se extrae el cuello uterino, el utero y parte de la
vagina; cuando también se extrae los ganglios linfaticos de la region se
denomina diseccion de los ganglios linfaticos (Junta de Andalucia, 2006).

Radioterapia: utiliza rayos X de alta energia u otras formas de radiacion para matar
células cancerosas o para evitar que crezcan. Para tratar el cancer de cuello uterino
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generalmente se utilizan dos tipos de radioterapia: la terapia de haz externo (EBT),
la braquiterapia, o ambas. Las radioterapias se utilizan generalmente juntas o en
combinacion con la cirugia.

e Terapia de haz externo: Durante la terapia de haz externo, se aplican al
tumor haces de electrones o rayos X de alta energia. Los haces son
usualmente generados por un acelerador lineal y dirigidos a la destruccion
de células cancerosas mientras se evita danar los tejidos normales
circundantes. Muchos pacientes reciben un tipo de terapia por haz externo
llamada radioterapia de intensidad modulada (IMRT).

e Braquiterapia o terapia de radiacion interna: La braquiterapia utiliza un
aparato de colocacion para colocar material radiactivo adentro de la paciente
en forma temporal o permanente para dafar el ADN de las células
cancerosas Yy destruir la capacidad de dichas células para dividirse y crecer.
Este tipo de radiacion solamente viaja distancias cortas en comparacion con
la radiacion de haz externo (ACR, 2019).

Quimioterapia: La quimioterapia consiste en el uso de medicamentos para eliminar
células cancerosas. Puede tomarse en forma de pildoras o via intravenosa (1V). La
quimioterapia se considera un tratamiento sistémico ya que el medicamento es
introducido al torrente sanguineo, viaja a través del cuerpo y puede eliminar células
cancerosas fuera del cuello uterino. Se dispone de una gran variedad de farmacos
quimioterapéuticos, la eleccion y la dosificacion de los cuales depende de los
beneficios relativos de cada farmaco, como la combinacién de varios de ellos.
Dentro de las consideraciones previas a la eleccion del tratamiento es considerada
la evolucion natural de la neoplasia concreta, circunstancias y tolerancia de la
paciente y la probabilidad de conseguir una respuesta beneficiosa. Entre los
farmacos mas utilizados para el tratamiento del cancer cervicouterino se encuentran
la cisplatino, carboplatino,paclitaxel, gemcitabina, topecan y bleomicina (Markman,
2010).

Generalmente se requiere de la combinacién de las terapias para obtener éxito, no
obstante, generan efectos secundarios en el paciente, como pérdida de cabello,
irritabilidad, vomito, mareo, por citar algunos. Estos tratamientos son incapaces de
destruir selectivamente a las células cancerosas sin dafar en forma simultanea a
las células normales. Ante esta situacion se buscan nuevos tratamientos y medidas
de prevencidn que permitan una mejor calidad de vida del paciente.

Entre las nuevas alternativas para contrarrestar el cancer se buscan compuestos
que tengan potencial antiproliferativo y sean selectivos. Actualmente se ha
encontrado que farmacos que ademas de presentar su accion biologica, presentan
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actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis en diferentes lineas celulares de
cancer. Un ejemplo es el acido zolodronico, un farmaco que se utiliza para el
reforzamiento de huesos y que actualmente se le ha encontrado efecto apoptético
en mesotelioma (Okamoto et al, 2013). Otro ejemplo es el acido acetilsalicilico
ademas de ser un antiinflamatorio tiene actividad de prevencion para el cancer de
colon (Markowitz, 2007). O, el diclofenaco una droga antiinflamatoria que se le ha
encontrado actividad antiproliferativa en lineas celulares de cancer de colon
(Smirnova et al., 2012). En la busqueda de este tipo de farmacos se ha encontrado
el Disulfiram.

2.7 Disulfiram y sus metabolitos

El disulfiram (DSF) [bis (dietilcarbamoil) disulfuro] miembro de la familia de los
ditiocarbamatos (Shen et al., 2000), es un farmaco aprobado por la Administracion
de Medicamentos y Alimentos (FDA), y ampliamente utilizado para combatir el
alcoholismo mediante la inhibicion de la enzima aldehido deshidrogenasa ALDH2,
enzima fundamental para el metabolismo del alcohol. El etanol se metaboliza a
acetaldehido por la enzima alcohol-deshidrogenasa, y este acetaldehido se
metaboliza a acetato por la enzima aldehido-deshidrogenasa (Koppaka et al., 2012).
El disulfiram al ser administrado previamente a una ingestion de alcohol, a los
primeros minutos provoca una serie de malestares como son nauseas, vomito,
cefalea pulsatil, rubor, disnea, dolor precordial, sudoracion, vision borrosa, vértigos,
taquicardia e hipotension, debido a la acumulacién de acetaldehido en el torrente
sanguineo entre 5 a 10 veces mayor a lo normal (Salazar, 2010). Sin embargo, el
DSF es considerado como una sustancia relativamente no téxica cuando se
administra en dosis terapéuticas (Suh et al., 2006).

El Disulfiram se han utilizado clinicamente como antioxidante, antibacterial,
antifungico y vermicida. En la década anterior, la actividad antitumoral del disulfiram
en células tumorales se ha investigado, encontrando que disminuye la proliferacion
de células de carcinoma pulmonar (Ryan y Wilding, 2000), melanoma (Brar et al.,
2004), y células de cancer colorrectal (Wang et al., 2003). Ademas ha mostrado
reducir angiogénesis inhibiendo las interacciones con las metaloproteinasas vy la
actividad proteolitica (Shine-Gwo et al., 2003; Gourley y Williamson, 2006), induce
apoptosis en ceélulas de cancer de mama (Chen et al., 2006), carcinoma de ovario
(Dazhi et al., 2002), en células de leucemia mieloide U937 (Navratilova et al., 2009),
en lineas celulares de cancer de colén DLD-1 y RKO(WT) (Wang et al.,2003), en la
linea celular Hep3B de carcinoma hepatocelular (Hoda et al., 2016) y promueve
apoptosis en células de melanoma humano metastasico 46A-C81, C81-61 y C83-
2C (Cen et al., 2002).También presenta un efecto citotoxico en células de
osteosarcoma humanas U20S (Hyun-Ji et al., 2007) y mostraron reducir la
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angiogeénesis (Gourley y Williamson, 2006). Sé ha registrado que el efecto
anticancerigeno se potencia con cobre (Cu?*), ya que el cobre juega un papel crucial
en reacciones redox y desencadena la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) que inducen la apoptosis en células humanas (Morrison et al., 2010). Algunas
de las propiedades atribuidas a los ditiocarbamatos demuestran que presentan
accion antineoplasica sobre la linea celular U-937 (leucemia humana) y actividad
antioxidante (Malaguarnera et al., 2003). Todos estos estudios que respaldan la
actividad antitumoral del DSF fueron realizados de manera in vitro.

En 1977, Cobby y colaboradores demostraron que el DSF no es el principio activo
que ejerce la influencia sobre el metabolismo de oxidacién del etanol, ya que
encontraron que después de ser ingerido, es reducido rapidamente a
Dietilditiocarbamato (DDC) por accion de la enzima glutation reductasa. Ademas,
Zuben y colaboradores en 2005 reportan que la actividad inductora de apoptosis no
es realizada por el DSF directamente, ya que éste es convertido rapidamente a otros
metabolitos; lo que sugiere, que los responsables de la actividad biologica son los
metabolitos resultantes, siendo mas importantes que el DSF por si solo. Por lo que
existe un interés en la sintesis de analogos del DSF asi como de sus metabolitos
para su evaluacion como agentes antiproliferativos e inductores de apoptosis.

In vivo, el DSF se metaboliza facilmente siguiendo la ruta representada en la figura
6. En primer lugar, DSF se reduce a DDC por la glutation reductasa. DDC se metila
a MeDDTC, que se puede convertira MeDDTC-SO o MeDTCSO. Los sulfoxidos se
oxidan a las respectivas sulfonas: MeDDTC-SO2 o MeDTC-SO: (Zaldivar-Machorro
et al., 2011).
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Figura 6. Via metabdlica del disulfiram: EI DSF es reducido rapidamente a Dietilditiocarbamato
(DDC) por accion de la glutation reductasa, DDC, N,N-dietilditiocarbamato acido; el cual, sufre una
reaccion de metilacion sulfurada para formar el MeDDTC, S-metil-N,N-dietilditiocarbamato; el cual
es activado metabdlicamente por desulfuracion oxidativa y oxidacion para formar el MeDTC, S-metil-
N,N-dietiltiocarbamato; y respectivamente MeDTC-SO, S-metil-N,N-dietiltiocarbamato sulféxido;
éste es el precursor de MeDTC-SO:z, S-metil-N,N-dietiltiocarbamato sulfona; o bien el MeDDTC, S-
metil-N, N-dietilditiocarbamato puede sufrir una oxidaciéon para formar MeDDTC-SO, S-metil-N,N-
dietilditiocarbamato sulféxido; seguida de otra oxidacion del sulfoxido para formar MeDDTC-SO:2, S-
metil-N,N-dietilditiocarbamato sulfona. En el recuadro azul el metabolito que se evalué en este
trabajo. En los recuadros negros: TMT, tiol metiltransferasa; TPMT, tiopurin metiltransferasa; CP-
450: complejo citocromo P-450; FMO, flavina que contienen mono-oxigenasas (Modificada y tomada
de Zaldivar-Machorro et al., 2011).

2.8 MeDDTC-SO:

El S-metil-NN-dietilditiocarbamato Sulfona (MeDDTC-SO2) es un metabolito del
Disulfiram al cual no se le ha estudiado su actividad antiproliferativa en alguna linea
celular tumoral. Se ha encontrado que de manera in vitro lleva a la inactivacion
enzimatica de la betaina aldehido deshidrogenasa del patdégeno oportunista
humano Pseudomonas aeruginosa, por lo tanto, puede ser un farmaco con potencial
bioldgico incluso mejor que sus metabolitos (Zaldivar-Machorro et al. 2011). Este
compuesto resulta de la oxidacion de su precursor sulféxido (MeDDT-SO) (Figura
6).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad los tratamientos como la quimioterapia y radioterapia utilizados
contra el cancer son poco selectivos, afectando a las células normales. Los
quimioterapéuticos destinados para el tratamiento del cancer cervicouterino tienen
bajo éxito con pacientes en etapas avanzadas de la enfermedad y tienen actividad
necrética, que desencadena en efectos secundarios que deterioran la calidad de
vida de las pacientes. Generando la necesidad de buscar o sintetizar nuevos
compuestos que presenten actividad antiproliferativa, baja actividad necrética,
inductores de muerte celular programada y de accidn selectiva.

4 JUSTIFICACION

El Cancer cervicouterino constituye uno de los mayores problemas de salud
individual y colectiva en el contexto mundial, debido a que es una de las neoplasias
mas comun entre mujeres. La Organizacion Mundial de Salud (OMS) reconoce que
es necesario mejorar los programas de deteccidn y tratamiento del CaCu, sin los
cuales podria aumentar indice de muertes por esta causa, siendo mas afectados
los paises en desarrollo (Arzuaga-Salazar et al., 2012). En México es la segunda
causa de muerte por lo que cada afio mueren mas de 3500 mujeres por este cancer
(Ferlay et al., 2018).

En este sentido, y ante la ineficiencia de los actuales tratamientos contra el cancer
cervicouterino, se han empleado compuestos como terapias alternativas, dentro de
éstos se encuentra el Disulfiram y sus metabolitos, que han mostrado potencial
anticancerigeno, por lo que resulta relevante evaluar el metabolito MeDDTC-SO>
como posible candidato terapéutico.

5 HIPOTESIS

Se tiene registro que el Disulfiram y algunos de sus metabolitos presentan actividad
antiproliferativa e inductora de apoptosis en diferentes tipos de cancer, por lo que
se espera que el metabolito MeDDTC-SO: presente actividad antiproliferativa, asi
como inductora de apoptosis en las lineas celulares HelLa, CaSki y ViBo
provenientes de CaCu.
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6 OBJETIVOS

6.1 GENERAL

Evaluar el efecto antiproliferativo del S-metil-NN-dietilditiocarbamato Sulfona
(MeDDTC-SO2) asi como su efecto inductor de apoptosis o necrosis en las lineas
celulares provenientes de cancer cervicouterino HeLa, CaSki y ViBo y en cultivos
de células linfociticas humanas.

6.2 PARTICULARES

Determinar el efecto antiproliferativo del MeDDTC-SO2, expresado como la
cantidad requerida del compuesto para inducir un decremento del 50 % en el
numero celular (ICsp), en cultivos de células de CaCu, HelLa, CaSki y ViBo,
mediante la técnica de incorporacién de Cristal Violeta.

Evaluar el efecto necrético del compuesto MeDDTC-SO2 en cultivos de
células de CaCu, mediante la cuantificacion de la actividad de la enzima
citoplasmatica LDH (Lactato Deshidrogenasa).

Evaluar el efecto apoptoético del compuesto MeDDTC-SO2 en las lineas
tumorales HelLa, CaSki y ViBo a través de la observacion de las
caracteristicas morfolégicas propias de las células apoptéticas por
microscopia de contraste de fases y tincion con DAPI, asi como la
inmunodeteccién de la caspasa-3 activa observada por microscopia de
fluorescencia y cuantificada por citometria de flujo (# de células positivas a la
caspasa 3 activa).

Determinar si las ICsp del compuesto MeDDTC-SO: obtenida para las lineas
tumorales HelLa, CaSki y ViBo afectan la capacidad proliferativa de células
linfociticas provenientes de sangre periférica humana por la técnica de
incorporacion de carboxifluoresceina (CSFE).

Determinar si el compuesto MeDDTC-SO- induce muerte necrética en
linfocitos humanos mediante la cuantificaciéon de la actividad de la enzima
citoplasmatica LDH (Lactato Deshidrogenasa).



Aparicio Sanchez Uriel Yair Biologia Molecular del Cancer

7 METODO

7.1 Cultivo celular de las lineas tumorales

Las lineas tumorales de cancer cervicouterino que se utilizaron son: Hela, linea
celular establecida de un adenocarcinoma proveniente del cérvix, estas células
estan infectadas con VPH 18 (ATCC, 2012). CaSki, linea celular establecida de
células derivadas de metastasis en el intestino delgado, provenientes de carcinoma
epidermoide de cérvix, estas células tienen integrado el genoma del VPH 16 (ATCC,
2012). ViBo, esta linea celular es un carcinoma de células epidermoides
provenientes del cérvix, no metastasicas derivadas del cérvix, es VPH negativo
(Monroy et al., 1992).

Bajo condiciones de esterilidad se realizé el cultivo en una campana de flujo laminar.
Las lineas celulares provenientes de cancer cervicouterino fueron obtenidas de la
American Type Culture Collection (ATCC). Las tres lineas (HeLa, CaSki y ViBo) se
cultivaron en cajas Petri de cristal de 100 mm (Pirex, USA), con 10 mL de RMPI-
1640 (Gibco, USA) al 5% con suero de neonato de ternera (NCS; Gibco, USA)
previamente desactivado a 56°C por 30 minutos. Los cultivos se mantuvieron en
una incubadora (Nauaire, USA) a una temperatura de 37°C y con 5% de CO..

7.2 Determinacion de la proliferacion celular a través de la técnica de
incorporaciéon de Cristal Violeta para el cultivo de células tumorales
HelLa, CaSkiy ViBo.

Se sembro en placas de cultivo celular de 96 pozos, de fondo plano (Corning, USA)
4000 células por pozo provenientes de CaCu, con 100 uL de medio RPMI-1640 al
5 % de NCS, por 24 horas para su adherencia. Después de las 24 horas se retird
el medio de cultivo y se adicioné el compuesto MeDDTC-SO2 a probar en RPMI-
1640 fresco (al 5 % de NCS) a las concentraciones deseadas, a partir de una
dilucidn seriada. El ensayo contempld la cantidad de vehiculo (concentracion del
disolvente: DMSO) para comprobar que el efecto obtenido en las diferentes pruebas
es debido al compuesto y no al vehiculo en el que éste esta es disuelto.

El cultivo con el tratamiento de MeDDTC-SO> se mantuvo por 24 horas, dando un
tiempo total de cultivo de 48 horas para el caso de las células tumorales. La
determinacién del numero celular se realizd por la técnica de incorporacion del
colorante cristal violeta. Para ello, una vez concluido el tiempo de tratamiento con el
compuesto, se retir6 completamente el medio de cultivo de las placas de cultivo;
inmediatamente después, las células fueron fijadas con 50 yL de glutaraldehido al
1.1 % (Sigma-Chemical, USA), por 20 minutos; posteriormente, se les retiré el
fijador, se realizaron lavados con agua destilada y se dejo secar al aire, después,
se procedio a tefir las células con 50 pL del colorante cristal violeta al 0.1 % (Sigma-
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Aldrich, USA) en una solucion amortiguadora de acido formico 200 mM (Sigma-
Aldrich, USA) pH 6 por 20 minutos, al cabo de los cuales se retir6 el exceso de
colorante a través de lavados con agua destilada y nuevamente se dejé secar al
aire. Por ultimo, el colorante es solubilizado en 50 pL acido acético al 10 % (J.T.
Baker, Mex.), por 20 minutos en agitacion constante, para finalmente medir la
absorbancia a 600 nm en un lector de placas de ELISA (Awarenes Technology INC,
ChroMate, USA).

Para calcular el decremento en un 50 % del numero celular (ICso) para cada linea
tumoral, los datos obtenidos por el lector de placas fueron procesados en el
programa Microsoft® Office Excel 2010; se obtuvieron graficos, y posterior a esto,
un analisis de regresion lineal para calcular las ICso (para la obtencion se uso la
formula 1Cso= (50- a)/b, siendo a y b las constantes de la linea recta).

7.3 Evaluacion de la muerte por necrosis basada en medicion de la
actividad de LDH (lactato deshidrogenasa)

En placas de 96 pozos de fondo plano se cultivaron 4000 células de las
correspondientes lineas celulares de CaCu por pozo con 100 uyL de medio RPMI-
1640 al 5 % de NCS, por 24 horas. Posteriormente fueron tratadas con la
concentracion de ICso segun cada tipo celular por 24 horas adicionales para las
células de CaCu; dando un total de 48 horas de cultivo. Posteriormente se colecto
el medio de cultivo de cada condicion en placas de fondo conico y fueron
centrifugados a 4000 rpm a 4°C para desechar cualquier resto celular.

Las condiciones para la evaluacion fueron los siguientes controles: control basal
(unicamente medio de cultivo sin células), control negativo (células sin tratamiento,
con medio de cultivo y suero al 5 %), control positivo (células permeadas durante 1
hora con Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA) al 10 % en medio de cultivo fresco),
vehiculo (DMSO en la concentraciéon utilizada para el tratamiento con MeDDTC-
S0O>) y concentraciones de ICso respectivas para cada linea; cada uno por triplicado.

Para la valoracion: 40 uL del sobrenadante fueron transferidos a una placa de 96
pozos de fondo plano, a cada pozo se adicion6 40 uL de la mezcla de reaccion del
kit Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, USA) y se dejo incubar por 25
minutos a temperatura ambiente protegido de la luz. Finalmente se midié la
absorbancia a 490 nm usando lector de placas de ELISA (Awarenes Technology
INC, ChroMate, USA). Con los datos obtenidos de las lecturas del espectrofotdmetro
se calculd el porcentaje de la actividad de la enzima LDH, utilizando el programa
Microsoft® Office Excel 2010 (los datos se analizaron tomando como referencia el
control positivo como un 100%).
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7.4 Evaluacion de la morfologia celular apoptética por tincién con DAPI e
inmunodeteccién de la caspasa 3 activa mediante microscopia de
epifluorescencia

Se sembraron 4000 células por pozo de las lineas tumorales en una placa de 96
pozos de fondo plano en 100 pL de RPMI-1640 al 5% de NCS; y el cultivo se
mantuvo en una incubadora a una atmdsfera humeda a punto de rocié con 5% de
CO2 a 37° C durante 24 horas.

Pasadas las 24 horas se estimularon las células con las siguientes condiciones: a)
control (medio de cultivo fresco), b) vehiculo (concentracion maxima de DMSO
correspondiente a cada 1Cso determinada para cada linea tumoral), c)
concentraciones de 1Cso determinadas para cada linea tumoral y d) control positivo
de muerte apoptotica con Camptotecina (Sigma-Aldrich, USA), con una
concentracion especifica determinada para cada linea tumoral. La placa se mantuvo
en incubacion bajo esas condiciones durante 24 horas.

Acontecidas las 24 horas se retird el medio de cultivo y se fijaron las células con 50
pL/pozo de paraformaldehido (Sigma-Aldrich, USA) al 4% en PBS por 2 horas en
agitacion constante. Se hicieron 5 lavados con 100 pyL/pozo de PBS estéril y filtrado,
y se realizo la permeabilizacion celular con 50 pL de Triton X-100 al 0.5% en PBS a
4°C durante 5 minutos, después de este tiempo se realizaron 5 lavados mas con
100 uL de PBS. Posteriormente se adicion6é 30 uL/pozo de anticuerpo 1° anti-
caspasa 3 activa (hecho en conejo, SIGMA) con proporcion 1 a 500 uL de PBS,
durante 24 horas en refrigeracion. Una vez transcurrido el tiempo, se realizaron
nuevamente 5 lavados con 100 yL de PBS y se afiadio 30 pyL/pozo de anticuerpo 2°
anti-conejo (hecho en raton, SIGMA) con proporcion 1 a 1000 yL de PBS, el cual
lleva acoplado el fluorocromo FIT-C, a temperatura ambiente y protegido de la luz
durante 2 horas. Se lavé nuevamente 5 veces con 100 pL de PBS y se agregaron
15 pL de fluorocromo DAPI (Sigma-Aldrich, USA) protegido de la luz durante 1
minuto. Finalmente se realizaron los ultimos 5 lavados con 100 yL de PBS y las
células contenidas en placa se observaron en un microscopio de epifluorescencia
(Nikon Eclipse TS2R-FL, Japon) y se fotografiaron, para posteriormente analizarse.
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7.5 Evaluacion de muerte por apoptosis mediante la deteccidén de caspasa-
3 activa por citometria de flujo

Por cada pozo se sembrd un total de 200,000 células para cada una de las lineas
tumorales de cancer cervicouterino en una placa de 6 pozos de fondo plano en 2.5
mL de medio RPMI-1640 al 5% de NCS, por pozo; y se mantuvieron en una
incubadora a una atmdsfera humeda a punto de rocié con 5% de CO, a 37° C
durante 24 horas. Al término de estas, se estimularon las células teniendo un control
(medio de cultivo fresco, correspondiente a cada linea tumoral), vehiculo
(concentracion de DMSO, segun la ICso obtenida, diluido en medio de cultivo),
concentraciones de ICso obtenidas para cada linea tumoral y un control positivo de
muerte apoptotica con camptotecina (Sigma-Aldrich, USA).

Trascurridas las 24 horas se recuperoé el medio de los cultivos y se despegaron las
células con verseno o tripsina (segun la linea celular), de las diferentes condiciones
pasandolas a tubos para citometria, a continuacion se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 minutos, se desechd el sobrenadante y las células se fijaron con 500l
metanol al 50% en PBS filtrado durante 60 minutos a 4°C, acontecido el tiempo las
células fueron lavadas tres veces por centrifugacion a 1800 rpm durante 5 minutos
cada lavado, después se le agregd 50uL de anticuerpo primario, anticaspasa-3
activa (anticuerpo hecho en conejo, SIGMA) en una relacion 1:1000 en PBS filtrado
y se dejo con el anticuerpo durante 24 horas a una temperatura de 4°C. Posterior a
las 24 horas las muestras se lavaron tres veces con PBS filtrado, se adicionaron
50uL de anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo FIT-C (anticuerpo hecho en
raton, anti-conejo, SIGMA) en una relacion de 1:500 de PBS. Durante 2 horas las
muestras se mantuvieron protegidas de la luz a una temperatura de 37°C.
Transcurrido el tiempo las muestras se lavaron tres veces con PBS filtrado. Las
muestras fueron analizadas en el citometro de flujo (BD FACAS Aria Il, USA).

7.6 Evaluacion de la capacidad proliferativa de linfocitos humanos por la
técnica de incorporacion de carboxifluoresceina (CSFE)

Los cultivos de linfocitos humanos de sangre periférica, se realizaron a partir de 20
mL de sangre obtenidos de un donador aparentemente sano, en tubos Vacutainer
con heparina (BD Franklin Lakes NJ. USA).

En un tubo de vidrio de fondo cénico se colocd 5 mL de Ficoll-Hystopaque (Sigma-
Aldrich, USA) y en seguida se agrego lentamente por la pared del tubo 5 mL de
sangre (obteniendo una concentracion de Ficoll-Sangre 1:1). Se centrifugo la
muestra a 300 rpm por 5 minutos, y después de ese tiempo se fue aumentando a
600 rpm por 5 minutos, esto se realizd sucesivamente hasta que la velocidad
alcanzé 1as1500 rpm, donde se dejo por 30 minutos mas, permitiendo una
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separacion de las células mononucleares por un gradiente de densidad. Una vez
separados los diferentes componentes celulares, se recolectd el anillo células
monocleares (extrayendo la menor cantidad de Ficoll y de otras células diferentes a
estas). El anillo se coloco en un tubo cénico de vidrio limpio y se agreg6é 10 mL de
medio RMPI-1640 sin suero, para lavar los linfocitos y se centrifugaron a 1500 rpm
por 5 minutos, retirando el sobrenadante. Este procedimiento se realizé nuevamente
para lavar dos veces las células.

Posteriormente el anillo de células se marc6 con 2uM de carboxifluoresceina ( se
agrego 50 pL de 200pM carboxifluoresceina en 5mL de RPMI sin suero (Sigma-
Aldrich, USA) durante 15 minutos protegidos de la luz. Se realizaron dos lavados
agregando 5mL de medio de cultivo RPMI-1640 al 5% de SFB, la muestra se
centrifugd durante 5 minutos a 1500 rpm y se resuspendié en 5 mL de medio de
cultivo RPMI-1640 al 20% de SFB. Los linfocitos se activaron con fitohemaglutinina
(20pL fitohemaglutinina/ 1mL RPMI- 1640). Se cultivaron en una placa de 96 pozos
200,000 linfocitos por pozo en 200 pL de RPMI con 20% de SFB con los siguientes
controles: control -,- (sin CSFE y sin fitohemaglutinina PHA), +,- (con CSFE y sin
PHA), control -,+ (sin CSFE y con 20 yL/mL de PHA) y control +,+ (con CSFE y con
20 pL/mL de PHA). Los pozos con linfocitos para determinar el efecto de las
respectivas IC50 se mantuvieron con CSFE y con 20 yL/mL de PHA. La placa se
incubo en condiciones de cultivo por 48 horas a 37°C y 5% de CO., a una atmosfera
punto de rocio.

El cultivo se estimulé considerando las siguientes condiciones: control sin activar,
control activado, control sin marca y activado, control sin activar y sin marca,
vehiculo (DMSO) e ICso correspondientes a cada linea tumoral del compuesto
MeDDTC-SOs..

Transcurridas las 24 horas(72 horas en total) se colectaron los linfocitos en tubos
de citometria (un tubo por condicién) y se centrifugaron a 1500rpm durante 5
minutos, se retird el sobrenadante y se agregé 500uL/tubo de verseno, se realizaron
dos lavados, y el botdn celular se resuspendié en 500uL de PBS filtrado. Finalmente,
las muestras se analizaron con el citometro de flujo y los datos obtenidos fueron
procesados en el programa Flowing Software 2.5.1.
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7.7 Determinacion de la necrosis en linfocitos humanos por medio de la
cuantificacién de la actividad de LDH (lactato deshidrogenasa)

Se sembro 200,000 linfocitos por pozo en 200 yL de RPMI al 20% de SFB y 20
pug/mL de PHA, en una placa de 96 pozos. La placa se incub6 en condiciones de
cultivo por 48 horas a 37°C, 5% CO2 y una atmosfera a punto de rocio. Al cabo de
este tiempo, se retiraron 100 yL de medio de cultivo en todos los pozos de la placa
de 96 pozos, el cual fue substituido por 100 pyL de medio (RPMI 20% al SFB y 20
uL/mL de PHA) de cada una de las respectivas condiciones: blanco, control positivo,
control sin tratamiento,vehiculo (DMSO) y los tratamientos de MeDDTC-SOzcon las
ICso correspondiente a cada linea celular de CaCu. La placa se incubd en
condiciones de cultivo por otras 24 horas. Una hora previa a la cosecha, al control
positivo se le agregaron 18 pL de triton X-100 al 9%, con el objetivo de lisar las
células y asi liberar la enzima LDH al medio. Al cabo de 72 horas totales de cultivo,
se recolectaron 60 pyL de los medios a una placa de fondo cénico en donde se
centrifugaron por 5 minutos a 1500 rpm a 40C, se pasaron 40 pL a un placa de 96
pozos de fondo plano a los cuales se les agregaron 40 uL de la mezcla de reaccion
de LDH del Kit Cyto Tox 96® Non-Radiactive Cytotoxicity Assay. Se incubaron por
25 minutos a temperatura ambiente protegida de la luz y se evaluo la absorbancia
a 490nm en un lector de placas tipo ELISA. El porcentaje de muerte necrética fue
calculado en Microsoft Office Excel 2010, tomando como el 100% al control positivo
tratado con tritdn X-100.
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8 RESULTADOS

8.1 Actividad antiproliferativa del MeDDTC-SO: en células tumorales

Con el fin de establecer el efecto antiproliferativo del MeDDTC-SO: en las células
tumorales, cultivos de células HelLa, ViBo y CaSki fueron estimulados con diferentes
concentraciones del compuesto y la concentracion requerida del MeDDTC-SO- que
induce un decremento del 50% en la densidad celular (ICso) fue determinada (Tabla
1). El numero celular fue evaluado por medio de la técnica de incorporacion con
cristal violeta (figura 7,8 y 9).
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Figura 7. Efecto del MeDDTC-SO: en la proliferacion de células Hela. EI numero celular fue
evaluado por la técnica de cristal violeta. Los datos obtenidos son representativos de tres ensayos
independientes, los cuales fueron analizados mediante una prueba de ANDEVA). Los asteriscos
muestran las concentraciones que presentan diferencia significativa respecto al control.
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Figura 8. Efecto del MeDDTC-SO: en la proliferacién de células CaSki. El numero celular fue
evaluado por la técnica de cristal violeta. Los datos obtenidos son representativos de tres ensayos
independientes, los cuales fueron analizados mediante una prueba de ANDEVA. Los asteriscos
muestran las concentraciones que presentan diferencia significativa respecto al control.
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Figura 9. Efecto del MeDDTC-SO: en la proliferacion de células ViBo. El numero celular fue
evaluado por la técnica de cristal violeta. Los datos obtenidos son representativos de tres ensayos
independientes, los cuales fueron analizados mediante una prueba de ANDEVA). Los asteriscos
muestran las concentraciones que presentan diferencia significativa respecto al control.
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HelLa 0.493
CaSki 0.452
ViBo 0.163

Tabla 1. Valores de la concentracion del compuesto MeDDTC-SO:2 que inhiben en un 50% el
numero celular (IC50), para las lineas celulares de cancer cervicouterino HelLa, CaSki y ViBo
expresada en ug/mL.

Los resultados obtenidos en las figuras 7, 8 y 9 establecen que el MeDDTC-SO2
afecta el potencial proliferativo de las lineas tumorales HelLa, CaSki y ViBo de una
manera dependiente de la dosis con valores representados en la tabla 1 obtenidas
mediante un analisis de regresion lineal.

8.2 Actividad necroética del MeDDTC-SO; en células tumorales

Se conoce que el decremento en el numero celular inducido por algun compuesto
podria estar generado por una accion necrética, caracterizada principalmente por
inducir la pérdida de la integridad de la membrana celular y con ello la salida del
contenido citoplasmatico. Con la intencién de determinar si el MeDDTC-SO>
presenta una actividad necrotica sobre las lineas celulares de cancer cervicouterino;
cultivos de células HelLa, CaSki y ViBo fueron tratadas con las concentraciones de
ICs0 respectiva y la actividad de la enzima LDH fue determinada en los
sobrenadantes de los cultivos celulares (Fig. 10) y tomada como un parametro de
la pérdida de la integridad de la membrana y como una caracteristica primordial de
la muerte necrdética.
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Figura 10. Actividad de LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de células Hela,
CaSki y ViBo tratadas con el MeDDTC-SO:. El control positivo consistié en células permeadas con
Triton X-100 y tomadas como el 100% de actividad necrética; mientras que el DMSQO, son células
tratadas con la concentracion requerida de DMSO utilizada para el tratamiento con MeDDTC-SO:
correspondiente para cada linea celular. El grafico es representativo de tres ensayos independientes,
donde cada condiciéon fue evaluada por triplicado. Se evaludé estadisticamente la diferencia
significativa de los valores obtenidos (ANDEVA seguida de una prueba de Tukey p<0.05).

Los resultados mostrados en la figura 10, indican que el MeDDTC-SOz, no induce a
las células tumorales HelLa, CaSkiy ViBo a liberar LDH al exterior celular, indicando
que este metabolito no induce a estas células a una muerte necrética y que la
actividad antiproliferativa observada es debido a una causa diferente a la muerte
necrotica.

8.3 Actividad apoptética del MeDDTC-SO2 en células tumorales

Con la intencion de establecer que el MeDDTC-SO, induce muerte celular
apoptotica en células tumorales, cultivos de células HelLa, CaSki y ViBo fueron
tratadas con las respectivas 1Cso del compuesto y caracteristicas morfolégicas
propias de células apoptdticas fueron observadas por microscopia de contraste de
fases y por microscopia de epifluorescencia con tincion con el fluorocromo DAPI,
asi como la determinacion de células positivas a la caspasa 3 activa, determinada
por inmunodeteccion y observada por microscopia de epifluorescencia (Fig. 11, 12

y 13).
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C.F. DAPI CASPASA 3

Figura 11. Efecto apoptético del compuesto MeDDTC-SO: en células Hela. La morfologia se
observé mediante microscopia de contraste de fases (C.F.). Efecto en la morfologia nuclear del
compuesto MeDDTC-SO: observado en el marcaje con DAPI. Se observa la presencia de caspasa-
3 activa en el control positivo (CAMPTOTECINA) y en el compuesto MeDDTC-SO,. Ensayo
representativo de tres repeticiones. Flechas rojas indican compactacion nuclear; flechas amarillas
indican fragmentaciéon del ADN; Recuadros en azul y anaranjado representan la ampliacion a la
derecha de una célula con morfologia apoptoética. Recuadro negro representa la ampliacion a la
derecha de una célula con morfologia tipica de la linea tumoral.
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Figura 12. Efecto apoptético del compuesto MeDDTC-SO: en células CaSki. La morfologia se
observa en contraste de fases (C.F.). Efecto en la morfologia nuclear del compuesto MeDDTC-SO:
observado en el marcaje con DAPI. Se observa la presencia de caspasa-3 activa en el control
positivo (CAMPTOTECINA) y en el compuesto MeDDTC-SO,. Ensayo representativo de tres
repeticiones. Flechas rojas indican compactacion nuclear; flechas amarillas indican fragmentacion
del ADN; Recuadros en azul y anaranjado representan la ampliacién a la derecha de una célula con
morfologia apoptotica. Recuadro negro representa la ampliacion a la derecha de una célula con
morfologia tipica de la linea tumoral.
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Figura 13. Efecto apoptético del compuesto MeDDTC-SO: en células ViBo. La morfologia de se
observa en contraste de fases (C.F.). Efecto en la morfologia nuclear del compuesto MeDDTC-SO;
observado en el marcaje con DAPI. Se observa la presencia de caspasa-3 activa en el control
positivo (CAMPTOTECINA) y en el compuesto MeDDTC-SO,. Ensayo representativo de tres
repeticiones. Flechas rojas indican compactacion nuclear; flechas amarillas indican fragmentacion
del ADN; Recuadros en azul y anaranjado representan la ampliacién a la derecha de una célula con
morfologia apoptotica. Recuadro negro representa la ampliacion a la derecha de una célula con
morfologia tipica de la linea tumoral.

Las imagenes mostradas en las Figuras 11, 12 y 13 indican que las células del
control y DMSO (contraste de fases), se encuentran adheridas a la placa, con
morfologia poliédrica, citoplasma extendido conservando sus proyecciones
citoplasmaticas y de tamafo homogéneo, los nucleos se conservan de tamano
normal con la cromatina dispersa en el nucleoplasma sin presentar fragmentacion
del DNA, por otro lado, en las células tratadas con camptotecina , asi como con el
compuesto MeDDTC-SO , se observa que las células presentan una forma esférica
que indica una contraccién celular, han perdido las proyecciones citoplasmaticas
indicando una disminucidon de la adherencia, y en algunas se observan cuerpos
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apoptoticos. En el marcaje con DAPI, la Camptotecina y el compuesto MeDDTC-
SO:2 se observa reduccion del tamafo del nucleo, condensacion de la cromatina y
fragmentacién de ADN. El uso de anticuerpos permitio la deteccion de caspasa-3
activa en los cultivos celulares de las tres lineas tratadas con el compuesto
MeDDTC-SO2 y el control positivo sugiriendo que este metabolito induce muerte
apoptotica.

Con el proposito de corroborar si el MeDDTC-SO:z induce muerte apoptdtica en las
células tumorales, cultivos de células HelLa, CaSki y ViBo, fueron tratadas con
MeDDTC-SO- durante 24 horas con la concentracion de ICso respectiva para cada

linea celular y las células positivas a la caspasa-3 activa fue determinada por

citometria de flujo (Fig. 14).
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Figura 14. Cuantificacién de células positivas a la caspasa-3 activa en las lineas celulares de
cancer cervicouterino HelLa, CaSki tratadas con el compuesto MeDDTC-SO:. Los valores son
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Los resultados obtenidos muestran que el MeDDTC-SO: induce a las células
tumorales de CaCu a presentar la caspasa 3 activa en porcentajes que van desde
32 a 40.8%, lo cual concuerda con la evaluacién de inmunodeteccion de la caspasa
3 activa mediante microscopia de epifluorescencia, indicando que el proceso
apoptotico se lleva a cabo con la participacidén de esta caspasa.

8.4 Actividad antiproliferativa de MeDDTC-SO: en células no tumorales

Con la intencion de establecer si el compuesto MeDDTC-SO. afecta el potencial
proliferativo de células no tumorales, cultivos de células linfociticas provenientes de
sangre periférica humana fueron tratadas con las concentraciones de ICso
correspondientes a cada linea celular y el efecto antiproliferativo fue evaluado
mediante la técnica de marcaje con carboxifluoresceina (Fig. 15).
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Figura 15. Efecto antiproliferativo del compuesto MeDDTC-SO: en cultivos de linfocitos
humanos mediante Ila técnica de marcaje con carboxifluoresceina, evaluada por citometria de
flujo. Los linfocitos fueron tratados con el compuesto MeDDTC-SO: en las concentraciones de ICso
correspondientes a cada linea celular. Ensayo representativo de 3 experimentos independientes.
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Los resultados mostrados en la figura 15 establecen que el MeDDTC-SO: a las
concentraciones de 0.163, 0.452 y 0.493 ug/mL no afecta el potencial proliferativo
de las células linfociticas, sugiriendo que este compuesto podria ser de accidon
selectiva.

8.5 Actividad necroética del MeDDTC-SO; en linfocitos humanos

Para determinar si el compuesto MeDDTC-SO; tiene un efecto necrético en las
células linfociticas, se evalud la actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes
de cultivos de células linfociticas.

120 -
Efecto necraético en linfocitos humanos
100 -

80 -

60 -

% de actividad de LDH

20 -

Triton Control DMSO 0.163 0.453 0.493

Concentracién(ug/mL)

Figura 15. Determinacion de la actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de los
cultivos de linfocitos tratados con las tres concentraciones del compuesto MeDDTC-SO:. E/
grafico es representativo de tres ensayos independientes, donde cada condicion fue evaluada por
triplicado. Se evalu6 estadisticamente la diferencia significativa de los valores obtenidos (ANDEVA
seguida de una prueba de Tukey p<0.05).

Los resultados obtenidos muestran que el MeDDTC-SO:2 no induce a las células
linfociticas a liberar la enzima LDH de manera significativa respecto al control,
sugiriendo que el compuesto MeDDTC-SO2 no presenta efecto necrético en los
cultivos de linfocitos.
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9 DISCUSION

La busqueda de compuestos de origen vegetal, animal o sintético con propiedades
antitumorales ha generado un fuerte interés en los ultimos afios, sobre todo, en
aquellos que son derivados de farmacos conocidos y usados clinicamente con otros
fines, dando origen a derivados o analogos de éstos (Arvelo et al., 2008). Esto,
debido a que los quimioterapéuticos utilizados sobre las células cancerosas, tienen
una efectividad limitada por su actividad citotéxica, siendo poco tolerados por los
pacientes en fase terminal, debido a las dosis altas que se requieren para el
tratamiento. Por tal razén se han investigado nuevos compuestos con actividad
antitumoral y con baja actividad citotéxica ademas de presentar una accion selectiva
que dafe en menor grado a las células sanas del cuerpo humano.

Estudios recientes acerca de los Ditiocarbamatos (el DSF y sus metabolitos),
indican que poseen diversas actividades biologicas, entre las que destaca la
inhibicién del crecimiento tumoral (Chen et al., 2006; Lin, et al., 2011), de factores
de transcripciéon como NFkB (Guo et al., 2010), y la induccién de apoptosis en varias
lineas tumorales (Wickstrom et al., 2007). No obstante, desde el punto de vista
metabdlico y apoyandonos en la ruta metabdlica del DSF propuesta por Zaldivar-
Machorro y colaboradores (2011), es importante notar que el Disulfiram se va
descomponiendo a causa de enzimas en varios metabolitos (Faiman et al., 1984),
esto alude pensar que sus metabolitos son posiblemente los responsables del
efecto antitumoral. Es por ello la necesidad de evaluar cada uno de ellos, y de los
cuales ya se ha visto que tienen potencial antiproliferativo y apoptético de manera
in vitro (DDTC, MeDDTC y MeDDTC-SO) (Hernandez-Cruz, 2013; Mejia-Montoya,
2019). Y para continuar con el estudio en este trabajo se evalu6é el metabolito
MeDDTC-SOg, para poder dilucidar cual de estos metabolitos presenta mejores
caracteristicas antitumorales.

Con base a los resultados obtenidos experimentalmente del compuesto MeDDTC-
SO2, revelan que este compuesto presenta un efecto antiproliferativo en lineas
celulares de cancer cervicouterino HeLa, CaSki y ViBo a concentraciones de 0.493,
0.452 y 0.163 pg/mL respectivamente. En las tres lineas se observa que con un
aumento de concentracion, presentan un comportamiento dosis-dependiente, a
mayor concentracion menor numero celular. Las concentraciones utilizadas de
MeDDTC-SO2 para las células tumorales, se ha observado que son similares e
inclusive mas bajas, comparadas con el Disulfiram (DSF) el cual tiene valores de
IC50 de 0.5, 0.7 y 0.6 pg/mL para las lineas de CaCu HelLa CaSki y ViBo
respectivamente (Mejia-Montoya, 2019). Y frente a los otros metabolitos la
diferencia de concentraciones de IC50 es muy marcada: el DDTC tiene valores de
95 pg/mL para HelLa, 35 pg/mL para CaSki, 200 ug/mL para ViBo; el MeDDTC tiene
valores de 42 ug/mL para HelLa, 43 pg/mL para CaSki, 50 pg/mL para ViBo; y
MeDDTC-SO tiene valores de 4.5 uyg/mL, 4 pg/mL, 8 ug/mL para las mismas lineas
celulares respectivamente) (Hernandez-Cruz, 2013; Mejia-Montoya, 2019), siendo
estas concentraciones de IC50 muy altas en comparacion con las del MeDDTC-
SO2, por lo anterior llama la atencion la utilizacion de concentraciones minimas de
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este compuesto para tener la misma actividad antiproliferativa que sus similes. El
hecho de que el MeDDTC-SO2 afectd las tres lineas celulares de CaCu, donde
HelLa y CaSki estan infectadas con el HPV, mientras que ViBo no presenta este
virus, sugiere que el efecto antiproliferativo del compuesto es independiente del
virus.

A diferencia del DSF que provoca necrosis en células de melanoma c¢83-2c,
observando una incorporacién de IP (ioduro de propidio) a un 48 % (Cen et al.,
2002); el MeDDTC-SO2 no presentd actividad necroética en las lineas de cancer
cervicouterino. En este sentido estudios han demostrado que el contenido de células
necroticas mejora la angiogénesis, la proliferacion de células cancerosas y un
estado inflamatorio (Karsch-Bluman et al., 2019), mismos que hacen que este tipo
de muerte no sea viable, determinando que el compuesto MeDDTC-SO, podria
presentar una mejor tolerancia para el paciente, minimizando los efectos
colaterales.

En la actualidad, el enfoque en la busqueda de nuevos compuestos dirigidos contra
el cancer se centra en identificar de manera especifica la induccion de apoptosis
contra células tumorales (Pardo et al., 2005). E| MeDDTC-SO: induce a las células
tumorales HelLa, CaSki y ViBo a presentar una morfologia celular apoptoética y la
participacion de la caspasa 3 activa, confirmando que este metabolito induce a las
células de CaCu a ser eliminadas por este proceso de muerte celular programada y
sugiere que este compuesto presenta el mismo potencial inductor de apoptosis que
el Disulfiram (Cen et al., 2002; Dazhi et al., 2002; Wang et al., 2003; Chen et al.,
2006; Navratilova et al., 2009; Hoda et al., 2016). Es importante resaltar que el
efecto inductor de apoptosis presente en este ditiocarbamato, genera la ventaja de
no inducir un estado inflamatorio, ya que no se activa la respuesta inmunoldgica
(Torrella y Garcia, 2004). Tal efecto inductor de apoptosis permite una accién
antitumoral silenciosa, ademas de que es un evento critico para mantener la
homeostasis tisular que asegura el estado de salud de los organismos (Ortega et
al., 2001), lo cual hace aun mas atractivo el estudio del MeDDTC-SO2 como agente
quimioterapéutico.

Debido a que varios agentes terapéuticos usados contra el cancer afectan tanto a
células normales como a células tumorales, es importante evaluar diferentes
aspectos para poder catalogar si el compuesto es eficiente. EI MeDDTC-SOo,
sorprendentemente no presento un efecto necrotico en células tumorales y tampoco
genero este efecto en células no tumorales (linfocitos de sangre periférica humana),
indicando que este compuesto induce a las células tumorales a ser eliminadas por
una muerte apoptotica, mientras que a las células no tumorales no les causo efecto
alguno, muestra de esto, es que el compuesto MeDDTC-SO2 permitio la capacidad
proliferativa de los linfocitos, en comparacién con DSF, DDTC y el metabolito
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MeDDTC-SO que afectan fuertemente la proliferacion de linfocitos humanos
(Hernandez-Cruz, 2013; Mejia-Montoya, 2019). Cabe resaltar que el compuesto
también genera la ventaja ante varios quimioterapéuticos al no producir una
inmunosupresion como muchos de estos lo hacen (Torrella y Garcia, 2004),
sugiriendo una accién selectiva contra las células tumorales de cancer
cervicouterino.

Se ha visto que DSF al ser inicialmente metabolizado a DDTC disminuye su
actividad antiproliferativa y apoptotica, las cuales se van recuperando cuando es
metilado a MeDDTC, asi mismo cuando se oxida a MeDDTC-SO (Hernandez-Cruz,
2013; Mejia-Montoya, 2019), y su actividad antiproliferativa y apoptotica son
recuperadas por completo cuando llega a ser metilado al MeDDTC-SOo, lo que lleva
a proponer al MeDDTC-SO, como el principal responsable de la actividad
antitumoral que distingue a estos ditiocarbamatos, ademas este potencial llama la
atencion, ya que coincide con su actividad bioldgica inhibitoria in vitro de la enzima
Betaina aldehido deshidrogenasa del patogeno Pseudomonas aeruginosa,
siguiendo un orden de potencia: MeDDTC-SO, > DSF> MeDTC-SO2 > MeDDTC-
SO > MeDTC-SO (Zaldivar-Machorro et al., 2011).

En conjunto, los resultados indican que el MeDDTC-SO: es un digno candidato para
ser estudiado en modelos in vivo como agente anticancerigeno con posible
potencial terapéutico.
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10 CONCLUSIONES

e EI compuesto MeDDTC-SO. afecta el potencial proliferativo de células
tumorales HelLa, CaSki y ViBo con valores de ICso de 0.493, 0.452 y 0.163
Mg/mL respectivamente

e EIMeDDTC-SO2 no induce muerte por necrosis en los cultivos de células de
cancer cervicouterino a las concentraciones de 0.493, 0.452 y 0.163 pg/mL .

e EIMeDDTC-SO; induce a las células tumorales a una muerte por apoptosis.

e ElI MeDDTC-SO:2 no afecta la proliferacion de linfocitos humanos, ni induce
en ellos muerte por necrosis a concentraciones de 0.493, 0.452 y 0.163
pug/mL.

11 PERSPECTIVAS

Respecto a los siguientes avances en el estudio del metabolito MeDDTC-SO2, seria
relevante determinar la ruta de senalizacion por la que este compuesto induce la
apoptosis, asi como la evaluaciéon en mas lineas tumorales con la finalidad de que
el compuesto pueda ser usado contra diferentes tipos de cancer, de igual forma
seria interesante realizar ensayos para evaluar su efecto antimigratorio debido al
proceso metastasico que desencadena el cancer y probar este compuesto en
modelos in vivo para ser evaluado como agente terapéutico contra esta enfermedad.
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13 APENDICE

Preparacién de reactivos

e Medio de cultivo RPMI-1640

RPMI-1640 (Laboratorio Microlab) 1042 g
NaHCO3 (Sigma-Aldrich, E.U.A) 20049

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con
HCI 1N y se afora a 1000 mL con agua bidestilada. La solucion se esteriliza por
medio de filtrado con vacio a través de una membrana con poro de 0.47 um. El
medio de cultivo se complementa con 5% de suero de neonato. Se almacena a 4°C.

e Desactivacion del suero
El suero de ternera neonatada se coloca en bafio de agua a temperatura ambiente

para ser descongelado, posteriormente se coloca en baio maria a 56°C durante 30
minutos.

e Verseno
Etilen-diamen-tetra-acético (EDTA) (Sigma-Aldrich, E.U.A) 04049
Cloruro de sodio (NaCl) (Sigma-Aldrich, E.U.A) 8.00¢g
Cloruro de potasio (KCI) (Sigma-Aldrich, E.U.A) 0.40g¢g
Tris (Sigma-Aldrich, E.U.A) 3.04¢

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada. Una vez disueltos
completamente se ajusta el pH a 7.7 con HCI 1N y se afora a 1000 mL con agua
bidestilada. El verseno se esteriliza a una presion de 1.20kg/cm2 y temperatura de
120°C durante 20 minutos. Se almacena a 4°C hasta el momento del uso.

La solucién fue utilizada para desprender los cultivos de las lineas celulares HelLa y
CaSki.
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e Tripsina
Preparada al 0.05% en verseno en condiciones estériles.

La tripsina se utilizé para el desprendimiento de la linea celular ViBo.

e Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

Fosfato diacido de potasio (Sigma-Aldrich, E.U.A) 0.20g
Fosfato monoacido de sodio (Sigma-Aldrich, E.U.A) 21649
Cloruro de sodio (Sigma-Aldrich, E.U.A) 8.00¢g
Cloruro de potasio (Sigma-Aldrich, E.U.A) 0.20 g

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con
HCI 1N y se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucion se filtra por medio de
membranas con diametro de 22 um. La solucion se esteriliza a una presion de

1.20kg/cm? y temperatura de 120°C durante 20 minutos. Se almacena a 4°C hasta
el momento del uso.

e Glutaraldehido

Se utilizan 1.57 mL de Glutaraldehido (70% v/v) se agregan 98.43 mL de agua
bidestilada.

e Solucion de Cristal Violeta

Hidréxido de sodio (NaOH) (Sigma-Aldrich, E.U.A) 3.96¢g
Acido formico (Sigma-Aldrich, E.U.A) 428¢
Cristal Violeta (Sigma-Aldrich, E.U.A) 1.00g

Se preparan 500 mL de Cristal Violeta en una concentracién de 0.1%

Previamente se prepara una solucion amortiguadora de acido formico 200 Mm con
un pH de 6. Posteriormente se adiciona el Cristal Violeta, se diluye y se filtra usando
papel Whatman numero 2. Se almacena a temperatura ambiente.

e Solucion de acido acético

A 90 ml de agua bidestilada se le agregan 10 mL de acido acético (J.T. Baker).
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e Paraformaldehido

Paraformaldehido al 2% en PBS, se disuelve a bafio maria sin que la temperatura
rebase los 60°C.

e Camptotecina

Se disuelven 5 mg de camptotecina en 1 mL de DMSO. Se almacena a temperatura
ambiente.

48



6t

— RTAMENTO DE CIENCIAS DE LA SALUD
E\" XXy
Sinposio anmw Otorgan la presente I /N \
de Clenclaf de la f.._iaua 2019 ( s Casa abierta al tiempo
Comsianueiar
a:

Aparicio Sanchez Uriel Yair, Maria Elena Mejia Montoya, Hugo Lépez Muiioz, Maria Luisa
Escobar Sanchez, Octavio Daniel Reyes Herndndez, Luis Sdnchez-Sanchez

Por la presentacion del trabajo:

EFECTO ANTIPROLIFERATIVO, NECROTICO Y APOPTOTICO DEL METABOLITO DEL
DISULFIRAM MEDDTC-SO2 EN LINEAS TUMORALES PROVENIENTES DE CANCER
CERVICO UTERINO.

en el XXIY Simpesio del Departamento de Cigngias de 1a Salud

Celebrado los dias 30 de Septiembre al 04 de Octubre del 2019

'Nmu Ekt‘ob\ﬂ GJ\"‘M'/

Dra. Norma Edith L6pez Dfaz-Guerrero Dra. Elsa Cervantes Rfos

Coordinadora Coordinadora

mefio

lleA |aun zayoueg oduedy

Jaoued |ap Jenoajoly eibojoig



	Portada

	Índice

	1. Resumen

	2. Marco Teórico

	3. Planteamiento del Problema   4. Justificación   5. Hipótesis

	6. Objetivos

	7. Método

	8. Resultados

	9. Discusión

	10. Conclusiones   11. Perspectivas

	12. Referencias Bibliográficas

	13. Apéndice


