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RESUMEN

El cancer es un problema de salud publica que afecta a méas del 13% de la poblacion
mexicana; esta patologia se desarrolla en diferentes érganos como el higado, coldn,
seno, entre otros. El cancer de mama es uno de los tipos de cancer con mayor
incidencia en México. Las personas que lo padecen sufren alteraciones en el tejido
mamario debido al crecimiento de células tumorales. En la actualidad, existen
diferentes tratamientos como cirugia, quimioterapia o radioterapia. Sin embargo,
son sumamente invasivos y deterioran la calidad de vida del paciente, lo que ha
impulsado el estudio de nuevos farmacos que incluye a los compuestos
organometalicos. Estos compuestos estan constituidos por estructuras con un
elemento metal unidos mediante enlaces covalentes. Los compuestos
organometalicos han demostrado tener eficacia en la inhibicion de células
tumorales. Por ello, el actual trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto que
puedan ejercer el compuesto 12,12-Dicyclohexyl-4-hydroxymethyl-1-
methylbenzo[d]-pyrido[4,3-h]-11,13,2,6-dioxazastannonine (2a) sobre la capacidad
proliferativa en cultivos de las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231,

MCF-7 y JC, asi como los efectos necrético y apoptotico.

Para evaluar la actividad antiproliferativa del compuesto 2a, se realizd la técnica
colorimétrica con cristal violeta. Esto permitié obtener la concentracion requerida del
compuesto 2a para disminuir en un 50% la densidad celular. A partir de estos datos,
fue evaluada la actividad necrética, para lo cual se utilizo la técnica de cuantificacion
de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) presente en los sobrenadantes de los
cultivos celulares tratados con el compuesto 2a. Posteriormente, se analizé la
morfologia de las células tratadas con el compuesto, asi como la presencia de la

proteina caspasa-3 activa a nivel de microscopia de fluorescencia.

Los resultados obtenidos indican que el compuesto 2a produce un efecto negativo
en la proliferacién celular de manera dosis dependiente en las lineas celulares MDA-
MB-231, MCF-7 y JC. Las IC50 obtenidas fueron: 0.12 ug/mL para MDA-MB-231,
0.15 yg/mL para MCF-7 y 0.16 pg/mL para JC. Estos resultados muestran que
existe una diferente sensibilidad al compuesto 2a, siendo la linea celular MDA-MB-



231 la mas sensible al tratamiento. Por otro lado, no se detectd actividad significativa
de la enzima LDH en los sobrenadantes celulares, evidenciando que la disminucién
celular generada con el tratamiento con el compuesto, no se debe a un efecto
necrotico del mismo. Adicionalmente, se observaron cambios en la morfologia
celular en los cultivos tratados con el organometalico. Se pudo apreciar una
disminucién de tamafio celular y pérdida de adherencia, con respecto a la
morfologia nuclear identificada con el colorante fluorescente DAPI, se pudo apreciar
una fuerte compactacion del ADN. Estos cambios morfolégicos indican que el
compuesto 2a conduce a la eliminacién celular via apoptética. Lo anterior fue
mayormente apoyado por la presencia de la proteina caspasa-3 activa en las tres
lineas celulares tratadas con el organometélico 2a. Estos resultados demuestran
que el compuesto 2a presenta actividad antiproliferativa con baja actividad necrética
y con capacidad de inducir apoptosis, sugiriendo que es un buen candidato para

realizar andlisis mas profundos sobre su potencial para su uso como terapéutico.



INTRODUCCION
Cancer

El cancer es un problema de salud publica y es la tercera causa de muerte en
México, después de las enfermedades cardiovasculares y diabetes (OMS, 2020).
En medicina el cancer se define como un conjunto de enfermedades clinicamente
diferentes; mientras que desde la perspectiva de la biologia molecular esta
diferenciacion es practicamente inexistente y se considera una enfermedad

genética (Santos, 2008).

Existen mas de 100 diferentes tipos de cancer, aquellos que presentan alta tasa de
mortalidad a nivel mundial son: cancer de mama, colorrectal, de pulmén, y
cervicouterino (Fig. 1). Las estimaciones de mortalidad por tumores malignos en
México se mantienen en el 13%. Sin embargo, las proyecciones de las muertes por
neoplasias a nivel mundial indican que de 2007 a 2030 la mortalidad podria
aumentar cerca de 45%. A pesar de que las tasas de mortalidad en México son de
las mas bajas en el continente americano, los decesos por tumores malignos
aumentan dia con dia; lo que conlleva a una carga en el sistema de salud (Reynoso,
2017).

El cancer es el resultado de multiples alteraciones o mutaciones en el genoma de
las células. Estos genes principalmente pertenecen a dos grandes grupos, los
oncogenes y genes supresores de tumores, ambos cumplen funciones reguladoras
como el control de crecimiento, diferenciaciébn y muerte celular que al adquirir
alteraciones gendmicas estructurales alteran el funcionamiento celular (Jiménez,
2003). Las principales alteraciones que presentan las células tumorales se
encuentran en los proto-oncogenes, que al mutar se convierten en oncogenes; y los
genes supresores de tumor, que pierden la funcion de codificar proteinas que
inhiben la progresion del ciclo celular. Las diferentes familias de genes involucradas
en la fosforilacion de proteinas y lipidos que codifican cinasas, fosforilasas,
proteasas, caspasas; desarrollan alteraciones que inducen fallas en las vias de

transduccion de sefiales intracelulares que da como resultado una proliferacién



exacerbada, inestabilidad génica, se habilita la inmortalidad replicativa, adquiere
resistencia a la muerte celular, adquiere adaptacion a microambientes no
adecuados, la inhibicién por contacto observada a alta densidad celular se reduce,
y ademds adquiere la capacidad de invadir y colonizar 6rganos distantes a los que
generalmente no pueden llegar, en un proceso conocido como metastasis, dando
como resultado afectaciones a nivel molecular, tisular y sistémico (Alberts et al.,
2008).

Numero estimado de casos nuevos en el mundo en 2020 en mujere
todas las edades
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Figura 1. Namero estimado de casos nuevos de cancer en el mundo en mujeres de todas las
edades. El cancer de mama muestra el mayor porcentaje de incidencia, seguido por cancer
colorrectal, de pulmoén y de cuello uterino. Tomado y modificado de GLOBOCAN, 2020.

Sin embargo, la carcinogénesis no se debe Unicamente a mutaciones. Existe una
poblacién que presenta una mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad por
diversos factores de riesgo como la genética del individuo, tabaquismo, exposicion
a radiacion ultravioleta, consumo de grasa animal, consumo de alcohol, sobrepeso,

edad, cambios hormonales, género, gérmenes infecciosos, inmunosupresion, entre



otras. Estos factores por si solos no son causa directa de la enfermedad; sin
embargo, las personas que se encuentran expuestas a ellos pueden aumentar la

probabilidad de padecerla (Valdespino, 2011).

El origen, tipo celular y tejido determinan el tipo de cancer. El tipo mas frecuente,
son los carcinomas, que son derivados de células epiteliales; otro tipo son los
sarcomas que derivan de las fibras musculares y el tejido conjuntivo; y la leucemia
y linfomas que deriva de los glébulos blancos, médula 6sea y sistema linfatico
(Jiménez, 2003).

Ciclo celular

El cuerpo humano se encuentra formado por millones de células y a su vez forman
los tejidos y érganos, para que se lleve a cabo este proceso es necesario que exista
un balance homeostético entre el nimero de células nuevas y aquellas que han
terminado su ciclo de vida, llevando a cabo un ciclo de division y muerte. Las células
que llevan a cabo un ciclo de division multiplican su contenido celular, aumentan el
tamafio de las estructuras celulares y se dividen por division mitética que consiste
en la formacion de dos células hijas idénticas genéticamente a partir de una célula
progenitora. Esta division es necesaria para la creacion de un nuevo individuo y el

reemplazo de células perdidas por muerte celular (Salazar, 2013).

El ciclo celular es llevado a cabo por dos procesos principales, que son interfase y
mitosis (M). La interfase se encuentra divida por 3 fases G1 (Gapl) que es el
intervalo entre una division y el comienzo de la sintesis de DNA; S (sintesis) en el
gue se produce la replicacion de ADN; y G2 (Gap2) que permite el crecimiento
celular y sintesis de proteinas para la preparacion hacia la division celular (Salazar,
2013).

Estos procesos son regulados por diferentes puntos de control o Checkpoints (Fig.
2) constituidos por proteinas quinasas dependientes de ciclinas cuya funcion es

fosforilar proteinas especificas a partir de grupos de adenosin trifosfato, y ciclinas



gue controlan la activacion de las proteinas quinasa para que puedan fosforilar a

sus proteinas diana (Alberts et al., 2008).

€ 2014 MyCarcerGename Wl

Figura 2. Proceso de divisién celular. Se muestran los fendmenos que
ocurren en la célula para regular este proceso, indicando algunos de los
puntos de control (CDK-Ciclina) que impiden o permiten el avance en el
ciclo. Tomado y modificado de My Cancer Genome, 2016.

Después de un proceso de division, la célula puede entrar en una fase de
quiescencia, también llamada fase GO o iniciar la Fase G1 (Gap 1) durante la cual
se dedica a sus actividades especializadas, manteniendo su numero de
cromosomas diploides y ADN no duplicado. En esta fase la cromatina comienza a
descondensarse hasta llegar a una forma extendida y determinar si las condiciones
externas e internas son las adecuadas para la division celular. Si el ambiente es
propicio, el complejo ciclina D/CDK4-6 es liberado por la proteina pl16 para catalizar
la fosforilacién de una proteina inhibidora denominada proteina del retinoblastoma
(PRDb), que se encuentra unida al factor de transcripcion E2F atravesando el punto



de restriccion que permite la transcripcion de genes criticos para la continuacion del
ciclo celular (Salazar, 2013). El factor de transcripciéon E2F, se une a secuencias
especificas de DNA de las regiones promotoras de genes que codifican proteinas
necesarias para la entrada en la fase S y a su vez aumentan la transcripcion de sus
propios genes. Si la célula presenta dafio en el DNA el ciclo se interrumpe en G1,
mediante la activacion de proteinas quinasas homologas ATM y ATR que se asocian
con el lugar de dafio y fosforilan proteinas diana chkl y chk2, que a su vez fosforilan
proteinas diana como p53 que puede llevar a la célula a apoptosis o estimular la
transcripcion de p2l1 cuya funcidbn es inactivar los complejos CDK/ciclina,

bloqueando la progresion del ciclo celular (Alberts et al., 2008).

En la fase de sintesis se lleva a cabo la replicacion del ADN, produciendo una hebra
nueva a partir de una hebra molde por apareamiento de bases, dando como
resultado dos moléculas de ADN unidas entre si como cromatidas hermanas por
complejos proteicos. Posteriormente, en la fase G2, se inicia la condensacion
gradual de la cromatina y continua el crecimiento celular; al final de G2, el segundo
punto de control pasa a la fase de sintesis por el complejo Ciclina B/CDK1, verifica
si la fase de sintesis se llevé a cabo correctamente y en caso de que el ADN se
encuentra dafiado se activan los mecanismos para detener el ciclo por medio de

p21 que secuestra al complejo CDK/ciclina (Salazar, 2013).

La mitosis consiste en la separacion y distribucion de manera equitativa de los
cromosomas dando como resultado dos células diploides genéticamente idénticas.
En este proceso se encuentra el tercer punto de control; el complejo promotor de la
anafase (APC) se une a cdc20 y degrada a la segurina, liberando a la separasa para
asi permitir el progreso de la anafase (Alberts et al., 2008).

Procesos de muerte celular

Existen diferentes estimulos que pueden desencadenar una serie de eventos que
guien a la célula a su inminente muerte, estas rutas son complejas y pueden ser
activadas por procesos controlados o accidentados. Estos procesos permiten

regular la homeostasis en los tejidos ademas de eliminar aquellas células que no



cumplen con las caracteristicas necesarias para su 6ptimo funcionamiento. Sin

embargo, las células tumorales adquieren la capacidad de evadir la muerte celular.

Existen distintos tipos de muerte celular g

ue se han descrito a lo largo de la historia;

los dos més estudiados son la apoptosis y la necrosis. (Fig. 3)
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Necrosis

La necrosis es un proceso de muerte accidentada que ocurre como respuesta a
cambios intolerables a las condiciones fisioldgicas y se caracteriza por una extensa
inflamacion de la célula, distensién de los organulos celulares, aglomeracion y
degradacion del ADN, colapso de la membrana y fuga del contenido celular al
medio. Es considerada un tipo de muerte pasiva debido a que no requiere energia
(Syntichaki, 2002).

Existen diversos eventos intracelulares especificos en la célula necrotica. Uno de
los primeros signos, es la disfuncion mitocondrial, con la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), inflamacion de la mitocondria, reduccion de las
cantidades de ATP, disrupcidon de la homeostasis de calcio, activacion de las
proteasas calpainas y catepsinas, ruptura lisosomal y finalmente, la ruptura de la

membrana plasmatica (Golstein, 2007).

Cuando el ambiente celular agota la concentracion de ATP se altera el flujo de iones.
El pH intracelular se modifica debido a que la disminucién de ATP no permite regular
correctamente la bomba ATP-asa Na+/K+, por lo que la cantidad de iones sodio se
regulan mediante la entrada de Ca+ por el sistema de transporte Na+/Ca2+; al no
poder regular el incremento la concentracion de calcio intracelular este permanece
dentro de la célula ocasionando dafios en el citoesqueleto debido a la polimerizacién
de actina, induce la activaciéon de proteasas, lipasas y endonucleasas dependientes
de calcio, carga eléctrica en la membrana que ademas permite la salida de
citocromo C y la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS
desencadenan el dafio a las proteinas, lipidos y acidos nucleicos, debido a que
tienen la capacidad de romper puentes disulfuro y realizar modificaciones cis-trans
gue modifican la estructura y funcion de las proteinas. Cuando la célula pierde la
integridad de la membrana se liberan los componentes intracelulares al exterior
ocasionando una respuesta inflamatoria debido a que se liberan con el contenido
intracelular acido arico que induce IL-18 y Hsp70 y Hsp90 que son proteinas de

choque térmico que inducen la expresion de genes relacionados con la inflamacion,



ademas las células necroticas pueden activar el factor nuclear NF-kB (Ramirez,
2010).

Apoptosis

Desde el desarrollo embrionario hasta la adultez, las células se encuentran
programadas intrinsecamente para autodestruirse activando cadenas de
sefalizacion bien estructuradas; esto ocurre cuando existe algun factor que pueda
comprometer la estabilidad celular como en la falla de su funcion bioldgica,
alteracion genética, células seniles. A este tipo de muerte se le denomina apoptosis.

La apoptosis se caracteriza por severos cambios celulares morfolégicos y
bioquimicos. Morfolégicamente, presenta contraccién del volumen de la célula,
condensacion de la cromatina y fragmentacién nuclear, pérdida de adhesion,
formacion de ampollas o bleblings. Biogquimicamente, el ADN cromosémico es
escindido por endonucleasas, se inhibe la produccion de proteinas de sefializacion
proinflamatorias, el citocromo C de las mitocondrias se reubica al citosol (Alberts et
al., 2008). Este proceso se observa de manera natural en procesos como el
desarrollo embrionario, en células que presentan dafio genémico irreparable o

células T que han cumplido su funcion (Karp,2009).

La apoptosis se encuentra asociada con proteasas de cisteina denominadas
caspasas que son activadas por escision proteolitica en sus residuos de &cido
aspartico, y a su vez activan a otras caspasas generando una cascada proteolitica
amplificadora y asi desencadenar los procesos de muerte celular (fig. 4). Debido a
esto también es conocida como un proceso dependiente de caspasas. Puede ser
desencadenada por estimulos internos, como dafio al ADN; o externos, como una
respuesta inmune y estos estimulos pueden desencadenar dos vias diferentes

conocidas como via extrinseca y via intrinseca (Alberts et al., 2008).

La via extrinseca es dependiente de la activacion de los receptores de muerte
CD95/FAS, factor de necrosis tumoral TNF o la familia de ligandos inductores de

apoptosis (TRAIL). Estos receptores tienen un dominio en su region citoplasmatica

10



denominado dominio de muerte (DD -death domain-). Cuando la célula recibe
estimulos externos y se une un ligando al receptor de muerte (fig. 4) , produce un
cambio conformacional en su region citosolica y recluta una molécula adaptadora
FADD asociado a FAS o TNFADD asociado a un receptor TNF, lo que permite la
incorporacion en esa misma region de las pro-caspasas iniciadoras -8 o0 -10,
formando un complejo de sefializacion inductor de muerte, estas pro-caspasas se
activan y posteriormente activan a las caspasas ejecutoras -3/-6/-7 o escindir Bid,
una proteina pro-apoptética de la familia BCL-2, llevando a la célula a una

sefalizacion intrinseca (Wang et al., 2005).

La via intrinseca es una via mediada por mitocondrias, que experimentan cambios
importantes durante la apoptosis. Se encuentra regulada por la familia de proteinas
BCL-2, que contiene proteinas anti-apoptéticas (BCLxI, BCL-2, BCL-W), pro-
apoptéticas BH (Bax y Bak) y pro-apoptoticas BH3 (Bid, Bad, Puma y Bim). En la
célula saludable, las proteinas pro-apoptéticas se encuentran inhibidas por las
proteinas anti-apoptoéticas. Al percibir un estimulo como dafio al ADN, radiacion UV,
entre otros que promueven la apoptosis, las proteinas anti-apoptéticas se anulan y
las proteinas Bax o Bak liberadas sufren un cambio conformacional que permite
aumentar la permeabilidad de la membrana externa de las mitocondrias
promoviendo la liberacibn de proteinas que se encuentran entre el espacio
intermembranoso, como el citocromo C y Smac/DIABLO. Posteriormente, el
potencial de membrana se reduce, y el citocromo C se une a Apaf-1, trifosfato de
desoxiadenosina y procaspasa-9 formando un complejo activador de caspasas
denominado apoptosoma. Mientras que Smac/DIABLO se une al inhibidor de
proteinas apoptoticas como un antagonista. Las proteinas pro-apoptoticas Bax y
Bak de la familia Bcl-2 se activan por la interaccion de Bid. La activacion de la
caspasa-9y la liberacion de las proteinas pro-apoptéticas de la mitocondria, inducen

la activacion de las caspasas ejecutoras -3/-6/-7 (Wang et al., 2005).
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Figura 4. Rutas de sefalizacion de la muerte celular apoptética. El esquema
muestra las diferentes rutas de sefalizacion de la via intrinseca y extrinseca de la
apoptosis. Tomado y modificado de Cell Signaling Technology, Inc. 2016



Cancer de mama

El cdncer de mama es una enfermedad muy comudn en mujeres que se inicia como
una enfermedad localizada no invasiva asintomatica, posteriormente, evoluciona a
una etapa invasiva asintomatica y alcanza las etapas mas avanzadas sintomaticas.
México ocupa el primer lugar de causa de muerte por neoplasia en mujeres mayores
de 25 afios presentando una incidencia del 15.3%; sin embargo, los casos
diagnosticados en promedio son en mujeres de 58 afios con una tasa de incidencia
intermedia de 39 casos por cada 100,000 habitantes y una tasa de mortalidad de
10.6 casos por cada 100,000 habitantes (GCO, 2020).

La mama femenina se localiza sobre la pared toracica y se compone de 12 a 20
l6bulos que se dividen en lobulillos y éstos a su vez, en alveolos secretorios. Estos
conductos convergen en forma de conductos lactiferos y forman senos lactiferos
gue llevan directamente al pezon. La porcion glandular esta situada en el centro,

rodeada y atravesada por tejido adiposo y conectivo (Gonzalez, 2012).

Existen diferentes tipos de cancer de mama determinados por el tipo especifico de
célula afectada. El tipo mas comun es el carcinoma y es un tumor que se origina en
el epitelio mamario, especificamente en el seno se denominan adenocarcinomas,
gue comienzan en las células de los conductos o los lobulillos (Fig. 5). El carcinoma
ductal in situ o intraductal, comienza en los conductos y se mantiene sin invadir el
tejido mamario; mientras que el cancer de seno invasivo se propaga en el tejido
mamario y puede ser ductal o lobulillar. Existen otros tipos especiales de cancer de
seno invasivos como el triple negativo, inflamatorio, angiosarcoma, enfermedad de
Paget del pezon y tumores filoides, pero estos son poco frecuentes (Dillon et al.,
2010).

El cancer de mama es una enfermedad multifactorial. Ser mujer, envejecimiento,
antecedentes de hiperplasia ductal atipica y densidad mamaria; son factores
biolégicos. Los factores relacionados con antecedentes reproductivos
principalmente por hormonas ovaricas, estrdgenos y progesterona, que se

encuentran asociados con la nuliparidad, edad del primer parto, edad temprana de
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la menarca y por el uso de anticonceptivos orales y terapia de reemplazo hormonal.
Asi mismo, puede asociarse a otros factores relacionados con el estilo de vida,
como: una alta ingesta de carbohidratos y baja en fibra, dieta rica en grasas,
obesidad, sedentarismo, consumo de alcohol y tabaquismo (Arce et al., 2011).

Etapa | Etapa ll Etapa Il Etapa IV

Figura 5. Estadios de cancer de mama El desarrollo de cancer de mama
comienza en un periodo asintomatico con un tumor pequefio (l), continua su
progreso en la pared muscular (ll) y posteriormente afecta a los ganglios
linfaticos cercanos (lll) y finalmente logra diseminarse a érganos cercanos (IV).
Tomado y modificado de FCPS Nuclear Medicine, 2017.

Existen diferentes pruebas que se realizan para descartar o confirmar la presencia
de esta enfermedad. El método mas utilizado y el mejor para detectarla en sus
etapas tempranas, es la mamografia o radiografias de la mama, que permite
identificar el cancer antes de que sea lo suficientemente grande y pueda tener un
tratamiento mas sencillo. También existen imagenes de resonancia magnética, que
utilizan imanes y ondas de radio para tomar radiografias de la mama, se practica en
mujeres que tienen un alto riesgo de padecer la enfermedad. Otro método de
deteccidon es la realizacion de examenes clinicos que son llevados a cabo por

meédicos y enfermeras, en los que se busca detectar alguna anomalia en la mama

14



por palpacion, sin embargo, no permiten encontrar el cancer en sus etapas iniciales
(CDC, 2020)

Tratamientos del cancer de mama

Una vez que se ha detectado la enfermedad en el paciente, es necesario que reciba
un tratamiento que le permita prolongar o garantizar una mejor calidad de vida.
Existen diferentes tipos de tratamientos que pueden recibir, como la cirugia,
radioterapia y tratamientos sistémicos. Con base en los factores propios del
paciente como la edad, género, comorbilidad, tamafio celular, entre otros, se debe

tomar la mejor opcion terapéutica (OMS, 2020).
Cirugia

La cirugia es un método ampliamente utilizado para el tratamiento de cancer de
seno. Esta técnica consiste en la extraccidbn mecénica del tumor y existen dos tipos
principales: la mastectomia parcial y la mastectomia total. La primera de ellas
consiste en la extirpacién de la parte del seno que tiene cancer y depende de el
volumen del tumor y su localizacion; mientras que la mastectomia total, consiste en
la extirpacion total de la mama, incluyendo el tejido mamario y tejidos circundantes
(ACS, 2019).

Radioterapia

Esta es una técnica precisa, que utiliza radiaciones ionizantes solas o en
combinaciones con otros agentes como la cirugia, quimioterapia y hormonoterapia,
para erradicar las células tumorales, sin sobrepasar los limites tolerables para los

tejidos normales (Rizo et al., 2016).
Tratamientos sistémicos

Existen medicamentos utilizados en el tratamiento del cancer que pueden ser
administradas por via oral o directamente al torrente sanguineo, tienen como

objetivo prolongar el periodo libre de enfermedad, reducir reincidencias y aumentar
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la supervivencia sin disminuir la calidad de vida. Los tratamientos utilizados pueden

ser quimioterapias, hormonoterapias y terapias blanco (Cardenas et al., 2013).
Hormonoterapia

Este tipo de tratamiento es utilizado en pacientes que tengan alguna expresion de
receptores hormonales, tienen un mecanismo de accion complejo, ya que bloquean
el receptor de estrogeno y tienen un efecto agonista o antagonista dependiendo de
la célula blanco. A nivel celular este tipo de tratamientos bloquean el ciclo celular, y
se ha mencionado un mecanismo de apoptosis, sin embargo, no se ha demostrado.
El tamoxifeno es uno de los medicamentos de este grupo mas utilizado en pacientes
con cancer de seno y tiene efectos secundarios adversos. Se han desarrollado otros
farmacos como el toremifeno y el raloxifeno, el primero consiste en una molécula de
tamoxifeno con cloro, que tiene el mismo efecto terapéutico, pero disminuye los
efectos secundarios; el segundo es un derivado de benzotiofeno, con actividad
similar al tamoxifeno que aun se encuentra en estudio. Aun asi, el tamoxifeno sigue

siendo el farmaco de referencia (Caicedo et al., 2007).
Terapias blanco

También son llamadas terapias dirigidas o blanco moleculares, se refieren a
farmacos que interacttan con blancos especificos situados en distintas vias
intracelulares que conducen al crecimiento o progresion tumoral. Es una terapia que
busca ser mas selectiva produciendo el menor dafio posible a las células normales
(Valdespino, 2008).

Quimioterapia

La quimioterapia se ha adoptado para referirse al conjunto de medicamentos con
capacidad citotoxica de diferente origen y mecanismo de accion, cuyo fin es destruir
o0 evitar la multiplicacion de las células cancerosas. Estos farmacos, pueden actuar
en una o mas fases del ciclo celular y sobre los mecanismos de control de la
proliferacion celular, buscando la maxima dosis tolerable, con el mayor porcentaje

de muerte celular posible (Pérez, 2003).
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Existen agentes que pueden actuar sobre el ADN, como los alquilantes; estos
bloquean la replicacion del ADN y la transcripcion del ARN, interfiriendo asi en la
mitosis y sintesis de proteinas. Los derivados de camptotecinas, son farmacos de
origen natural e inhiben de forma selectiva la topoisomerasa |, logrando impedir la
replicacion del ADN. Existen también antibioticos citotoxicos derivados de hongos,

que permiten alterar el crecimiento celular (Benedi, 2006).

Cisplatino y carboplatino, son antineoplasicos derivados del platino y son
ampliamente utilizados en el tratamiento del cancer. Al activarse, las valencias del
ion platino forman enlaces con los componentes del ADN, produciendo errores de
transcripcion e imposibilitando la replicacion. Tienen un amplio espectro de actividad
tumoral; sin embargo, el cisplatino, produce una alta concentracion de urea y
creatinina ocasionando lesiones renales, ademas de otros efectos adversos como

vomitos y nauseas (Benedi, 2006).
Compuestos organometalicos

A lo largo de la historia se han utilizado diferentes farmacos basados en la quimica
inorganica y particularmente se han enfocado en la utilizaciéon de complejos
metalicos. Estos compuestos se han utilizado en la medicina desde hace un siglo,
cuando en 1910 el bacteridlogo aleman Paul Ehrlich sintetiz6 el compuesto
arsfenamina (salvarsan) y fue el primer compuesto organometalico en
comercializarse como medicamento con arsénico como elemento metélico, formado
a partir de acetato de potasio y tribxido de arsénico, este farmaco fue utilizado en el
tratamiento de la sifilis (Fig. 6). Otros compuestos organometalicos han sido
estudiados y utilizados como agentes antibacterianos, antifungicos vy
antiproliferativos con posible actividad anticancerigena, esto debido al éxito del
cisplatino al ser una de las terapias mayormente aceptadas y mas efectivas

utilizadas actualmente (Jaouen, 2010).
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Figura 6. Estructura molecular de salvarsan, Primer farmaco organometélico,
sintetizado por Paul Ehrlich.

Nuevos farmacos son sintetizados, buscando nuevas moléculas con aplicacion
terapéutica con mayor potencia y selectividad en el tratamiento contra el cancer.
Los compuestos organometalicos son aquellos que tienen al menos un enlace
carbono-metal, estan formados por un compuesto organico unidos por uno o varios
carbonos a un metal por enlaces covalentes y; este enlace metal-carbono en la
mayoria de los complejos es el que rige la actividad de la molécula. Son
cinéticamente estables, generalmente sin carga y relativamente lipofilicos; tienen
una variedad estructural que va de lineal a octaédrica con diferentes ligandos
(Gasser, 2011).

El cisplatino es un agente antineoplasico y es un compuesto organometélico que
pertenece a una clase de agentes citotdxicos conocidos como complejos de
coordinacién del platino (Fig. 7), con una estructura muy simple basada en el platino
cuyo mecanismo de accion se activa intracelularmente, liberando dos valencias del
ion platino que forma enlaces estables con los componentes de ADN alterando su
configuracion tridimensional, el proceso de transcripcion y replicacion. Fue
descubierto por B. Rosenberg y fue aprobado en 1978, e inspird la creacion de otros
compuestos como carboplatino y oxaliplatino. Estos compuestos se utilizan
actualmente en casi todos los tratamientos del cancer y se encuentran dentro de los
farmacos mas descritos. Sin embargo, este farmaco puede estimular el desarrollo
de lesiones renales, originando hipomagnesemia, hipocalcemia e hiponatremia,

ademas ocasiona vomitos, nduseas, tinnitus, hipoacusia, trombopenia y en algunos
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casos puede causar alopecia. Debido a esto, es necesario el desarrollo de nuevas
alternativas que muestren mejores efectos antiproliferativos con menores efectos

adversos para permitir a los pacientes una mejor calidad de vida (Benedi, 2006).
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Figura 7. Estructuras moleculares de complejos de coordinacion del platino.

Dentro de los complejos organometalicos se encuentran los complejos de estafio
gque han demostrado poseer actividad antitumoral. Estos compuestos de
organoestafio son sustancias quimicas con al menos un enlace covalente Sn-C.
Este elemento se encuentra por debajo del tercer periodo y presenta mayor
homogeneidad como principal caracteristica, debido a que la diferencia en los
valores de electronegatividad es minima. Se ha descrito que son inmunotéxicos y
disminuyen la proliferacion de linfocitos humanos (Esser, 2007). Los grupos R
juegan un papel importante en la actividad anticancerigena de los compuestos de
estafio (IV) y su toxicidad esta determinada por el nimero de atomos de carbono
por cadena lateral. Estos se caracterizan por la disponibilidad de posiciones de
coordinacién de Sn y la existencia de ligandos relativamente estables (Siwajuddin
et al.,, 2014). Diversos estudios demuestran que estos compuestos inhiben la
sintesis de proteinas y la replicacion del ADN, asi como el metabolismo energético
de las mitocondrias y al interactuar con la membrana provocando el aumento de las

concentraciones de Ca2+ en el citoplasma (Banti, 2009).

Los complejos estannicos como el tributilestafio (IV) han demostrado tener como
sitio de unién en el complejo ATP sintasa, o que conduce a una inhibicién directa
de la produccion de ATP y la capacidad de catalizar el intercambio CI-/OH- en las
mitocondrias (Amir, 2014), ademas el dicloruro de dibutilestafio a concentraciones
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mas altas puede inhibir los procesos de fosforilacion oxidativa en las mitocondrias
(Snoeij et al., 1987). Ademas, median la apoptosis por la activacion de caspasas a
través de la via mitocondrial y por receptores de muerte. Difieren segun el tipo
celular y el régimen de exposicion; las diferentes dosis tienen resultados que varian

desde la necrosis y la apoptosis (Esser, 2007).

Se ha encontrado que estos compuestos son de gran importancia en el tratamiento
del céncer, ya que poseen actividad contra agentes tumorales por medio de la
induccion de apoptosis (fig. 8), siendo incluso mas efectivos que el cisplatino al
activarse en células cancerosas en donde el cisplatino no puede (Siwajuddin et al.,
2014).
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FIGURA 8. Mecanismo de accion del organoestafio. Los mecanismos moleculares de los cuales los
compuestos organoestannicos (IV) inducen la muerte celular a través de la via exirinseca
mitocondrial. Tomado y modificado de Kuman, 2020.

Los compuestos de piridoxal y o-aminofenoles son compuestos organoestannicos
que contienen aminofenol, clorhidrato de piridoxal y 6xido de diciclohexil estafio (1V)
(Galvan, 2017). Estos compuestos a base de piridoxal y su complejo metéalico han
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demostrado potente actividad antitumoral. Particularmente estos compuestos tienen

una alta relevancia por su participacion en las reacciones metabdlicas.

El piridoxal es la forma activa de la vitamina B6 y es una coenzima que se absorbe
en las células por medio de difusion facilitada a través de transportadores de
membrana de esta vitamina y puede catalizar reacciones de transaminacion,

descarboxilacion y racemizacion de aminoacidos (Galvan, 2017).

OH

Figura 9. Estructura molecular de compuesto DMH cuyo peso molecular es de 241.26 g/mol

El compuesto -12,12-Dicyclohexyl-4-hydroxymethyl-1-methylbenzo[d]-pyrido[4,3-h]-
11,13,2,6-dioxazastannonine (2a) (Fig. 9) es un compuesto sintetizado a partir de
clorhidrato de piridoxal, hidréxido de potasio, 2-aminofenol y diciclohexil estafio (1V);
tiene un peso molecular de 541.26 g/mol y existe un antecedente en el que se
describe la actividad antiproliferativa al realizar ensayos de viabilidad con tincién
con sulforodamina b. Asi mismo, se reportaron valores de las IC50’s para las lineas
celulares SKLU-1, U-251, K-562, HCT-15, MCF-7 y MDA-MB-231 (Tablal) (Galvan,
2017).
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Tabla 1:

Valores de IC5, de compuesto 2a en diferentes lineas celulares

Linea celular Compuesto 2a (ug/mL)
K-562 0.047
HCT-15 0.52
MCF-7 0.21
SKLU-1 0.16
MDA-MB-231 0.15

Este reporte muestra que bajas dosis del compuesto 2a, pueden inducir una
disminucién en la poblacién celular. Sin embargo, las caracteristicas necréticas y

pro-apoptéticas del compuesto, no han sido exploradas.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El incremento en el nimero de muertes por cancer a nivel mundial lo ubica como la
segunda causa de muerte. En México, el cancer de mama se ha convertido en el
tipo de cancer con mayor incidencia en mujeres, con un estimado de 18.55 casos
por cada 100,000 habitantes y una tasa de mortalidad de 17.94 defunciones por
cada 100,000 habitantes (INEGI, 2021). En la actualidad, las opciones de
tratamiento que existen producen diversos efectos secundarios adversos que
afectan la calidad de vida de las personas que lo reciben. Por ello, es necesario el
desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas. Los compuestos de organoestafio
son compuestos organometalicos que son investigados como posibles terapias
contra el cancer debido a sus enlaces carbono-metal. En este trabajo se busca
evaluar el efecto antiproliferativo, apoptético y necrético que presenta el compuesto

2a en lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231, MCF-7 y JC.
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JUSTIFICACION

El cancer es un problema de salud publica y afecta a gran parte de la poblacion
mundial, actualmente el cancer de mama se encuentra al frente de la lista de
neoplasias malignas en mujeres mexicanas. Las opciones de tratamiento del cancer
mas comunes pueden incluir cirugia, quimioterapia y radioterapia. Sin embargo,
este tipo de tratamientos son muy invasivos y no selectivos, o que ocasiona una
gran cantidad de efectos secundarios reduciendo asi la calidad de vida del paciente;

ademas suelen ser ineficientes en pacientes con estadios avanzados.

El desarrollo de nuevos compuestos antineoplasicos como los complejos de
organoestafio pueden ser nuevas opciones de exploracion para lograr alternativas
terapéuticas. En los dltimos afios se ha abordado el estudio de complejos de
organoestafio derivados de piridoxal; el compuesto 2,12-Dicyclohexyl-4-
hydroxymethyl-1-methylbenzo[d]-pyrido[4,3-h]-11,13,2,6-dioxazastannonine (2a) es
una molécula sintetizada en el Instituto de Quimica de la UNAM, cuyas
modificaciones estructurales podrian mejorar su actividad biolégica en el cancer de
mama. Aunque se ha reportado que los compuestos de organoestafio presentan la
capacidad de disminuir la poblacion celular en un 50%, no se ha investigado si

poseen la capacidad de inducir la muerte celular programada tipo | (apoptosis).
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HIPOTESIS

Existen reportes en la literatura de los compuestos derivados del estafio (IV) que
presentan actividad antitumoral, también se sabe que las modificaciones
estructurales de las moléculas pueden potenciar su actividad biolégica. Por tanto,
se puede esperar que el compuesto 2,12-Dicyclohexyl-4-hydroxymethyl-1-
methylbenzo[d]-pyrido[4,3-h]-11,13,2,6-dioxazastannonine  (2a), derivado de
piridoxal, presente actividad antiproliferativa y apoptotica sobre lineas celulares de

cancer de mama.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antiproliferativa, apoptotica y necrotica del compuesto 12,12-
Dicyclohexyl-4-hydroxymethyl-1-methylbenzo[d]-pyrido[4,3-h]-11,13,2,6-

dioxazastannonine (2a) en cultivos de células de cancer de mama.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la actividad antiproliferativa del compuesto 2a en cultivos de las
lineas tumorales de mama MDA-MB-231, MCF7 y JC, expresada como la
concentracion necesaria del compuesto para inducir un decremento del 50%

en la densidad celular, mediante la técnica de tincion por Cristal Violeta.

e Determinar la actividad necrética del compuesto 2a en cultivos de las lineas
tumorales de mama MDA-MB-231, MCF7 y JC, mediante la cuantificacion de
la actividad de la enzima citoplasmatica LDH en los sobrenadantes de los

cultivos celulares

e Analizar el efecto del compuesto 2a sobre la morfologia celular en cultivos de
las lineas tumorales de mama MDA-MB-231, MCF7 y JC.

e Identificar la presencia de la proteina caspasa-3 activa en células tratadas
con el compuesto 2a para definir la presencia de la muerte celular tipo

apoptaotica.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231, MCF7 y JC se obtuvieron
de American Type Culture Collection (ATCC) y fueron sembradas en placas de
cultivo de 96 pozos. Las lineas celulares se cultivaron con medio RPMI-1640 (Gibco,
USA) suplementado con L-glutamina, rojo fenol y bencilpenicilina, a 5% de suero de
neonato de bovino (SNB) previamente desactivado a 56°C por 30 minutos. Los
cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a una temperatura de
37°C con 5% de CO0,, y una atmdésfera hUmeda saturante. Los cultivos para los
ensayos experimentales fueron tomados de cultivos con una densidad celular

menor o igual al 70 % de saturacion (cultivos proliferantes).
Preparacién del compuesto

La preparacion del Stock del compuesto se realizé a temperatura ambiente. Se
pesaron 5 mg del compuesto y se solubilizaron en 50ul de dimetil sulféxido (DMSO),
evitando obtener una solucion con cristales o precipitados. A partir de este Stock se
realizaron diluciones para obtener la concentracion requerida para evaluar el

compuesto.

Los ensayos de la curva dosis-respuesta para obtener la IC50 del compuesto se
realizd con diluciones seriadas de 0.004 a 10 pg/mL. De la solucién Stock se
tomaron 10 pl y se llevaron a 1 ml con medio RPMI-1640 en tubos conicos de 1.5
ml, para obtener una concentracion de 20 pg/ml, de esta solucion se tomaron 500
ul'y fueron llevados a otro tubo coénico el cual contenia 500ul de RPMI-1640, de esta

manera se continuaron las diluciones hasta obtener una concentraciéon de 0.004

pg/ml.

Evaluacion de la actividad antiproliferativa a través de la técnica de cristal

violeta
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Para determinar la concentracion de 2a que decrece en un 50% el niamero celular
IC50, se sembraron 7,000 células de las lineas celulares MDA-MB-231, MCF7 y JC
en placas de cultivo de 96 pozos (Corning Inc.) con 100ul de medio RPMI-1640
(Gibco, USA) y se mantuvieron con esta solucion durante 24h. Posteriormente, se
retiré el medio de cultivo y fue sustituido por el compuesto disuelto en RPMI a 5%
SFB a concentraciones de 0.6 hasta 5 pug/ml. El ensayo contemplé un control y la
méaxima concentracion de vehiculo utilizado. A las 24 h de exposicion a los
compuestos, se evalué mediante la técnica de cristal violeta. Se retird el medio de
cultivo y las células fueron fijadas con glutaraldehido al 1.1% durante 20 minutos,
posterior a ello se retiro el fijador, se lavo la placa de cultivo con agua bidestilada y
se dejaron secar al aire. Una vez secas, se agregaron 50l de solucién cristal violeta
0.1% a las placas y se mantuvieron en agitacion durante 20 minutos, se retiré el
exceso de colorante y se realizaron lavados con agua bidestilada y se dejaron secar
al aire nuevamente. Después de secar, se agregaron 100ul de 4cido acético 10% y
se mantuvieron en agitacion durante 20 minutos, para finalmente medir la
absorbancia a 580nm en un lector de placas y fueron analizados los datos con
Microsoft Office Excel mediante la ecuacion de la recta para determinar la

concentracion con la que se disminuye un 50% de la poblacion celular.

Evaluacion de la actividad necrética mediante la cuantificacion de la actividad
de la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH) en sobrenadantes

de cultivos celulares

Para evaluar la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa, se sembraron 7,000
células de las lineas provenientes de cancer de mama en placas de cultivo de 96
pozos (Corning Inc.) con 100ul de medio RPMI-1640 (Gibco, USA) por 24h.
Posteriormente, se retird0 el medio de cultivo y fue sustituido por los siguientes
tratamientos: Un control al que Unicamente se le realizé un cambio de medio de
cultivo, maxima concentracion de vehiculo utilizado, control positivo y la
concentracion empleada para preparar la ICs, de cada tratamiento y se mantuvo
en incubacion, después de 23 h se realizé un cambio de cultivo al control positivo y

se sustituyé con medio fresco al 1% de tritdn x-100. Cumplidas las 24h se colecto
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el medio de cultivo de cada condicion en placas de fondo cénico de 96 pozos
(Corning Inc.) y se centrifugaron a 4000rpm a 4° C. después de centrifugar fueron
tomados 40ul del sobrenadante a placas de fondo plano de 96 pozos. La actividad
de la LDH se determind con el reactivo para LDH kit Non-Radioactive Cytotoxicity
Assay (Promega, USA) agregando 40ul del reactivo a las placas con sobrenadante.
Se mantuvo en agitacion, a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad
durante 20 minutos para su posterior evaluacion de absorbancia con un lector de
placas a 490nm. Los datos obtenidos fueron analizados en Microsoft Office Excel

comparando al control positivo tratado con tritdbn x-100 como el 100% de actividad.

Evaluacion de morfologia celular apoptdética por microscopia de fluorescencia
con tincion DAPI

Se sembraron células tumorales de cancer de mama de las lineas MDA-MB-231,
MCF-7 y JC sobre cubreobjetos en placas estériles de 6 pozos (Corning inc.) y se
mantuvieron en incubacion durante 24 horas con 5% de C0, a 37°C. Posteriormente
se les retiré el medio y fueron tratados con las diferentes ICs, confirmadas para cada
linea celular, considerando un control testigo al que Unicamente se le agregé medio
de cultivo fresco; un control para vehiculo correspondiente a DMSO en el que fue
solubilizado la ICs, de cada compuesto, y un control positivo con Colchicina (células

con 1pg/ml de colchicina) (Sigma-Aldrich, USA).

Después de 24 horas de colocado el estimulo las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 2% durante 20 min. y posteriormente fueron lavadas
cuidadosamente 3 veces con PBS filtrado (Phosphate Buffered Saline). Las células
fueron permeadas con triton x-100 al 0.2% en PBS durante 5 min a 4°C, al
transcurrir el tiempo se realizar nuevamente 3 lavados con PBS filtrado y se
adicionaron 10ul del fluorocromo 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich,
USA), a una concentracion de 3 pug/mL, se mantuvieron durante 2 minutos con el
fluorocromo en una camara humeda; posteriormente se realizaron 3 lavados con
PBS filtrado y se montaron con medio de fluorescencia VECTASHIELD Mounting
Medium (VECTOR LABORATORIES, USA) sobre portaobjetos, fueron selladas con
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resina acrilica y se mantuvieron en oscuridad a 4°C hasta su observaciéon. Las
preparaciones fueron posteriormente observadas en un microscopio de

epifluorescencia (Nikon, JAP).
Inmunodeteccion de capasa-3 activa

Se sembraron 350,000 células tumorales de cancer de mama de las lineas MDA-
MB-231, MCF-7 y JC sobre cubreobjetos en placas estériles de 6 pozos (Corning,
USA) y se mantuvieron en incubacién a 37°C con 5% de CO, durante 24 horas.
Posteriormente se les retird el medio y fueron tratados con sus correspondientes
ICs, confirmadas para cada linea celular, considerando un control testigo al que
Unicamente se le agregé medio de cultivo fresco; un control para vehiculo
correspondiente a DMSO en el que fue solubilizado la ICs, de cada compuesto y

un control positivo para apoptosis con colchicina (Sigma-Aldrich, USA).

Las células fueron permeadas con tritdn x-100 al 0.2% en PBS durante 5 min a 4°C.
Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBS y se colocé el anticuerpo primario:
anti-caspasa-3 activa (1:200 en PBS) (LAbVision, USA) y se mantuvo durante toda
la noche a 4°C en cdmara humeda. Las muestras fueron lavadas 3 veces con PBS
y posteriormente se aplicé el anticuerpo secundario goat anti-rabbit acoplado a FITC
(isotiocianato de fluoresceina) (1:200 en PBS) (Invitrogen, USA) bajo condiciones
de oscuridad por 2 horas, se lavaron nuevamente las muestras con PBS 3 veces y
se aplico el fluorocromo DAPI durante 2 minutos e inmediatamente se lavé con PBS

3 veces.

Finalmente, se montaron las muestras en portaobjetos con medio de montaje para
fluorescencia y fueron selladas con resina acrilica. Las muestras fueron observadas

en un microscopio de epifluorescencia.
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RESULTADOS
Actividad antiproliferativa en lineas tumorales de cancer de mama

Con el objeto de determinar si el compuesto 2a tiene efecto antiproliferativo en
lineas tumorales de cancer de mama, los cultivos de las lineas celulares MDA-MB-
231, MCF-7 y JC fueron estimulados con distintas concentraciones del compuesto
durante 24 h. Los datos obtenidos fueron utilizados para hacer el calculo teérico por
medio de la ecuacion de la linea recta, para obtener la concentracion necesaria para

inducir una disminucién del 50% de la densidad celular IC50.

Las observaciones permitieron definir que existe una disminucién celular dosis-
dependiente al tratar a las tres diferentes lineas celulares con el compuesto 2a
(Figura 10).
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Figura 10. Efecto antiproliferativo del compuesto 2a a diferentes concentraciones durante
24 horas sobre las lineas MDA-MB-231, MCF-7 y JC. Los datos obtenidos son representativos
de tres ensayos independientes con tres repeticiones cada uno. Las células fueron cultivadas en
placas de 96 pozos y fue utilizado un control con medio de cultivo, DMSO como vehiculo y las
distintas concentraciones del compuesto 2a. Los datos fueron analizados por una prueba de
ANOVA seguida por una prueba de Tukey p<0.05
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Con respecto a la concentracion requerida del compuesto para disminuir en un 50
% el numero celular (IC50), se logré definir que las tres lineas celulares requieren
diferentes concentraciones para alcanzar la disminucion de la poblacion al 50%,
siendo MDA-MB-231, la mas sensible, ya que presentd un valor de 0.12 pug/mL (0.22
KUM), mientras que para MCF-7 se requirié de 0.15 pg/mL (0.27 uM) y para JC 0.16
pg/mL (0.29 uM) (Tabla 2).

Tabla 2:

Valores de IC5, obtenidos del compuesto 2a en lineas celulares MDA-MB-
231, MCF-7 y JC.

Linea celular ICsopg/mL [C5o(UM)
MDA-MB-231 0.12 0.22
MCF-7 0.15 0.27
JC 0.16 0.29

Actividad necroética por actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en

cultivos celulares

Para determinar la actividad necrética del compuesto 2a, se trataron los cultivos de
las lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7 Y JC con la concentracion de ICs,
respectivas por 24 h. Posteriormente, se determiné la presencia y actividad de la
enzima citoplasmatica Lactato Deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes
celulares de estos cultivos. Los resultados obtenidos indican valores no
significativos del porcentaje de LDH presente en los sobrenadantes (Figura 11),

evidenciando con ello que no ha habido liberacion extracelular de la enzima
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evidenciando que no hay ruptura de membrana citoplasmatica. Esto descarta la
presencia del proceso necrético en las células cancerosas tratadas con el

compuesto 2a.
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Figurall. Actividad de LDH en sobrenadante celulares provenientes de las lineas celulares MDA-
MB-231 MCF-7 y JC tratadas con el compuesto DMH. El control positivo utilizado en este ensayo
fue Triton x100, representando el 100% de la actividad necrdtica. El grafico es representativo de
tres ensayos independientes con tres repeticiones cada uno. Se evaluo estadisticamente la
diferencia significativa de los valores obtenidos (ANOVA seguidade una pruebade Tukey p<0.05)

Identificacidon de apoptosis en células tratadas con 2a.

Una vez que definimos que el compuesto 2a no tiene un importante efecto necrotico
sobre las células tumorales tratadas con el mismo, se analizé a nivel de microscopia
Optica los cambios morfolégicos inducidos por el compuesto, asi como la presencia
de la proteasa ejecutora de la muerte tipo apoptotica, la caspasa-3 en su forma
activa. Considerando que la muerte por apoptosis se caracteriza por mostrar una
reduccion del tamafio celular, pérdida de la adherencia, fragmentacién del ADN,
condensacion de la cromatina y formacion de cuerpos apoptéticos, nos enfocamos
a identificar estas caracteristicas. Adicionalmente, se inmunodetect6 a la proteina
caspasa-3 activa en células tratadas con 2a, ya que es ampliamente conocido que
las caspasas ejecutoras como la 3, son responsables de los cambios morfoldgicos

previamente mencionados. Las observaciones permitieron identificar que tras el
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tratamiento con el compuesto 2a, las células sufren cambios con respecto a las
células control y las tratadas con el vehiculo (DMSO). Las células del control y del
vehiculo se observan extendidas en el plato de cultivo. Se muestran con diferentes
formas dependiendo de la linea celular. Las células MDA-MB-231 (fig. 12) y JC (fig.
14), poseen una forma alargada. MCF-7 se presenta en colonias formando una
estructura costrosa (fig. 13). El ADN evidenciado con la tincion con el colorante
fluorescente DAPI, permiti6 apreciar la distribucion y morfologia de este
componente nuclear tanto en células no tratadas como las tratadas con 2a. En las
células control, se logra identificar una amplia distribucion de ADN en el
nucleoplasma, lo mismo sucede en las células tratadas con el vehiculo DMSO. Tras
ser tratadas con 2a, algunas células se contrajeron o perdieron adherencia al plato
de cultivo. Las imagenes de DAPI, permiten apreciar que existe una fuerte
compactacion de los nucleos y en algunos casos éstos se fragmentan. Estos efectos

y cambios se aprecian en las tres lineas celulares tratadas con el compuesto 2a.
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Figura 12. Efecto apoptdtico del compuesto 2a en células MDA-MB-231. En las imagenes del
contraste de fases (CF) se aprecia la morfologia general de las células control y las tratadas. Las
células control y las del vehiculo, muestran una forma alargada. El control positivo para apoptosis
utilizado fue colchicina (células con 1ug/ml de colchicina), con este tratamiento, las células se
encuentran fuertemente compactadas y con mayor contraste, indicando una actividad apoptdtica.
Por otro lado, el tratamiento con el compuesto 2a, genera una disminucion en la cantidad celular y
compactacién del citoplasma, incluso, algunas células estdn completamente redondeadas similares
a las tratadas con colchicina (flechas). La tincién con DAPI permite apreciar la compactacién del
nucleo. La caspasa-3 activa, esta presente en las células tratadas con 2a.
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Figura 13. Actividad apoptoética del compuesto 2a en células MCF-7. Las imagenes de la
iluminacidn con contraste de fases (CF) muestra la morfologia general de todas las condiciones
experimentales. Las células pertenecientes al control y vehiculo (DMSO) muestran una
disposicion en forma de colonias, con citoplasmas extendidos sobre el plato de cultivo. Las
células tratadas con colchicina cambian a una forma redondeada y reducen en cantidad. El
efecto del compuesto 2a se ve reflejado en la disminucién celular y en la contraccién de las
células. El colorante DAPI muestra los cambios en la morfologia del nucleo tras el tratamiento
con el compuesto 2a, ya que los nucleos estan fuertemente compactados. Las caspasa-3 activa
no se encuentra presente en las del control y del vehiculo, diferentemente, en las células
tratadas con la colchicina y con el compuesto 2a evidencian la presencia de la caspasa-3 en su

forma activa.
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Figura 14. Actividad apoptdtica del compuesto 2a en células JC. Las imagenes de la iluminacion
con contraste de fases (CF) muestra la morfologia general de todas las condiciones
experimentales. Las células pertenecientes al control y vehiculo (DMSO) muestran una disposicidn
en forma poligonal, con citoplasmas extendidos sobre el plato de cultivo. Las células tratadas con
colchicina cambian a una forma redondeada y reducen en cantidad. El efecto del compuesto 2a se
ve reflejado en la disminucidén celular y en la contraccion de las células. El colorante DAPI muestra
los cambios en la morfologia del ndcleo tras el tratamiento con el compuesto 2a, ya que los nucleos
estdn fuertemente compactados. Las caspasa-3 activa no se encuentra presente en las del control
y del vehiculo, diferentemente, en las células tratadas con la colchicina y con el compuesto 2a
evidencian la presencia de la caspasa-3 en su forma activa.
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DISCUSION

El cancer de mama es una de las principales causas de muerte por neoplasia en
México y el mundo (INEGI, 2021). En la actualidad se realizan pruebas en diferentes
farmacos que puedan llevar a cabo una funcion quimioterapéutica que muestren
eficiencia en la eliminacion de las células cancerosas, pero con bajas 0 nulas
reacciones secundaria. Teniendo en cuenta que la apoptosis es un proceso de
muerte celular programado, el que al final de este, no afecta a las células que
circundan a la que esta siendo eliminada. Esta caracteristica hace de la apoptosis
una via a considerar para la busqueda de quimioterapéuticos que tengan la
capacidad de inducir muerte celular tumoral apoptética, que posean cierta
preferencia por eliminar a las células cancerosas con baja o nula afectacion a las

células normales.

Dentro de los tratamientos actuales utilizados para eliminar a las células cancerosas
se incluyen a los organometalicos como el cisplatino (Jaouen. 2010). Sin embargo,
este compuesto no solo afecta a las células malignas, sino que también afecta a las
células normales, ya que tiene influencia sobre células epiteliales como las del rifién
y otros érganos (Benedi, 2006). Adicionalmente, estd ampliamente documentado
que el tipo de eliminacion celular que induce esta dirigido hacia la necrosis,
resultando con una importante citotoxicidad y con ello, severas reacciones

secundarias que demeritan la calidad de vida de los pacientes (Martinez, 2021).

Diversos estudios han evidenciado que compuestos organometalicos poseen
propiedades medicinales, lo que brinda la base para ampliar el estudio dirigido hacia
este tipo de combinados y analizar su posible funcion como reguladores de la

proliferacion celular (Amir, 2014).

Entre los elementos que son empleados para generar compuestos organometalicos,
se ha incluido al Estafio (Sn). Galvan-Hidalgo y cols. realizaron la evaluacion del
efecto antiproliferativo del compuesto 2a en diversas lineas celulares de cancer.
Este grupo utilizé una técnica que implica la tincién con sulforodamina b, este es un

colorante que, al estar en condiciones acidas, se une a grupos aminoacidos basicos
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de las proteinas y asi permite cuantificar el contenido de proteina celular
(Papadimitriou, 2019). Aunque esta técnica no mide numero celular sino viabilidad,
los datos arrojados por ese estudio, dan indicios de los efectos que tiene el
compuesto 2a sobre células tumorales (Galvan, 2017).

En el presente trabajo, se utilizd el compuesto 2a para evaluar los efectos sobre la
actividad proliferativa, la actividad citotoxica y la actividad pro-apoptotica en las
lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7 y JC. Para medir la proliferacion celular,
utilizamos la tincibn con cristal violeta, una técnica que permite conocer
directamente el nUmero celular que se encuentra en cada una de las condiciones
experimentales, ya que este colorante se une a componentes celulares de carga
negativa. Los datos que se obtuvieron en este trabajo con respecto a la proliferacion
con la técnica cristal violeta, muestran una evidente inhibicion en la proliferacién
celular en las lineas de cancer de mama utilizadas, una respuesta dosis
dependiente, ya que al aumentar la concentracion del compuesto disminuye la
poblacion celular. Este ensayo permitio identificar que las lineas celulares tienen
diferente sensibilidad al mismo compuesto. Por un lado, la linea celular MDA-MB-
231 posee una IC50 mas baja (0.12 pug/mL) que las otras dos lineas celulares
empleadas (MCF7/0.15 pg/mL y JC/0.16 pg/mL). Lo que indica que el compuesto
2a es mas eficiente sobre el efecto antiproliferativo en las células MDA-MB-231, que
en MCF7 y JC. Los valores obtenidos en nuestro grupo de trabajo con respecto a la
IC50 para MDA-MB-231 y MCF7 son menores que los reportados por Galvan

(Galvan, 2017). Sin embargo, se encuentran dentro del mismo rango.

Adicional a la propiedad del compuesto organometalico de inhibir la proliferacion de
las células provenientes de cancer de mama, se encontro que no tiene un efecto
que induzca ruptura celular o necrosis, ya que los valores detectados de la enzima

LDH liberada a los sobrenadantes de los cultivos fueron menores del 5%.

Nuestras observaciones también permitieron definir que el compuesto 2a induce a
la eliminacion de las células de cancer de mama por la via de la apoptosis, ya que
las observaciones de los cambios morfologicos que sufren las células tras el
tratamiento con el organometélico asi lo mostraron. Los cambios observados como
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el redondeamiento de la célula, la condensacion, la fragmentacion celular y la
formacion de cuerpos apoptoticos pertenecen a la clasica morfologia de células en
apoptosis. Es conocido que los cambios morfoldgicos durante el proceso de
eliminacion tipo apoptética, tienen relacion directa con la actividad de las proteasas
llamadas caspasas. Estas tienen diferentes sustratos intracelulares siendo la
caspasa-3 una de las proteasas de este tipo con mayor numero de blancos de
degradacion. La caspasa 3, juega un papel importante en la apoptosis, debido a que
permite la activacion de las caspasas -6, -7 y -9 y las caspasas -8 y -10; permitiendo
a la célula completar su proceso de manera ordenada (Saraste, 2000). Nuestros
resultados evidencian que tras el tratamiento con el compuesto 2a, las células de
cancer de mama MDA-MB-231, MCF-7 y JC presentan una marca positiva a la
deteccion de la caspasa-3 activa, corroborando que se esta llevando a cabo la

eliminacién a través del proceso de muerte programado tipo 1 (apoptosis).

La mayoria de los trabajos enfocados en compuestos organometalicos con
propiedades antitumorales evalian unicamente el efecto de este sobre las células.
Nuestros resultados demuestran que el compuesto 2a posee actividad
antiproliferativa, que el proceso de muerte necrético inducido por el farmaco se
encuentra en niveles bajos y que desencadena una muerte celular programada. Lo
anterior le brinda ventajas a este compuesto, sugiriendo la necesidad de realizar
pruebas del compuesto en modelos in vivo, para estudiar su posible potencial

terapéutico.
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CONCLUSIONES

e EIl compuesto 2a afecta de manera negativa el potencial proliferativo de las
células tumorales de mama MDA-MB-231, MCF-7 y JC de manera
dependiente de la dosis, con valores de ICs, de 0.12, 0.15 y 0.16 pg/mL
respectivamente.

e EI compuesto 2a induce baja actividad necroética en células tumorales de
mama a las concentraciones de ICs, determinadas para las lineas MDA-MB-
231, MCF-7 y JC.

e 2a induce cambios morfoloégicos caracteristicos de muerte celular
programada tipo 1.

e Las lineas celulares son inducidas hacia la eliminacion celular tipo

apoptotica, tras el tratamiento con 2a.
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