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“Una parte de nuestro ser sabe que es de aqui de
donde procedemos. Ansiamos volver, y podemos
hacerlo. Porque el cosmos también esta dentro de
nosotros. Estamos hechos de materia estelar, y
somos el medio para que el cosmos se conozca a
si mismo”

-Carl Sagan
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1. Resumen

El cancer de cuello uterino es la séptima neoplasia mas frecuente en la poblacién
mundial y la cuarta mas comun entre las mujeres. En los paises en vias de
desarrollo el acceso a medidas preventivas es limitado y, a menudo, el cancer de
cuello uterino no se identifica hasta que se encuentra en un estado avanzado y se
presentan los sintomas. Los tratamientos que eliminan las células cancerosas
suelen generar reacciones citotoxicas y no selectivas que destruyen las células no
tumorales que creceny se dividen con rapidez, generando efectos que demeritan la
calidad de vida del paciente.

Debido al éxito del cisplatino como tratamiento contra el cancer, aumento el interés
general en el desarrollo de complejos organometalicos con actividad
anticancerigena, menor toxicidad y mecanismos antitumorales especificos dentro
de los cuales, los complejos de organoestaio (V) de bases de Schiff que contienen
piridoxal se les ha reportado actividad antitumoral y caracter inductor de apoptosis.

Con el proposito de aportar informacion, en el presente trabajo se evalu6 la actividad
antiproliferativa, necrotica y apoptotica de los compuestos de diciclohexil estafio (1V)
derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal (4C, 4E y 4F) de reciente
sintesis en la linea celular de cancer de cérvix CaSki.

Los resultados obtenidos mostraron que los compuestos 4C, 4E y 4F presentaron
actividad antiproliferativa de manera dosis-dependiente con IC50 de 1.82, 1.95 y
1.62 uM, respectivamente. En cuanto a la actividad citotoxica (necrética), los
cultivos de células CaSki presentaron valores <10% de actividad de LDH, al ser
tratadas con los compuestos 4C, 4E y 4F, lo que sugiere que el decremento en el
namero celular es debido a un proceso diferente al de la necrosis. Finalmente, la
observacion de células con una morfologia con caracteristicas propias de células
apoptoticas, asi como, la observacion de células positivas a la caspasa-3 activa,
determinadas por microscopia de contraste de fase, tincion con DAPI e
inmunolocalizacion de caspasa-3 activa respectivamente en los cultivos tratados
con estos compuestos, sugiere que inducen a las células tumorales a una muerte
apoptética. Considerando todos los resultados juntos, estos compuestos 4C, 4E y
4F podrian ser considerados excelentes candidatos para ser estudiados como
agentes anticancerigenos con potencial terapéutico.




2. Marco Teorico

2.1. Lacélula

Los seres vivos estamos compuestos por células, fabricas quimicas
intrincadamente organizadas que toman materia de su entorno y utilizan estos
materiales para generar copias de si mismas (Alberts et al., 2015). Sin embargo,
la comprension de que los organismos estan compuestos por células es de
origen relativamente reciente. EI crédito sobre este descubrimiento
generalmente se le da a Robert Hooke, por la introduccion de la palabra “célula”
en 1665 para indicar las estructuras que ahora consideramos los componentes
bésicos de los tejidos (Mummery et al., 2021). Pero no fue hasta casi dos siglos
después en 1839 que Mattias Schleiden informara la presencia de células
nucleadas en las plantas y posteriormente, su colega Theodore Schwann
observara el mismo fendmeno en tejidos animales, concluyendo que “todos los
organismos estan compuestos por una o mas células” y que “la célula es la
unidad estructural de la vida”, dos principios de la actual Teoria Celular (Hadju,
2002).

Tendria que pasar una década mas para la llegada del tercer principio de la
Teoria Celular, propuesto por Rudolf Virchow en 1855 el cual postulé “las células
solo se originan a partir de una célula preexistente” (lwasa y Marshall, 2020). El
mecanismo que permite el origen de células a partir de otras células vivas se
denomina ciclo celular.

2.2. Ciclo celular

El ciclo celular es la progresion ordenada de las células a través de etapas
especificas durante las cuales el ADN se replica y distribuye a dos células hijas
(proliferacion) (Alberts et al., 2015). Este ciclo se divide en cuatro fases. Después
de la division celular, las células hijas pueden entrar a un estado fisiol6gico de
‘reposo” (GO) donde la célula realiza su funcién, o pasar por un periodo de
crecimiento (G1) donde se sintetizan proteinas celulares, ARN, membranas y
otras macromoléculas. A G1 le sigue un periodo de sintesis de ADN (S) y luego
otro periodo de crecimiento (G2). A G2 le sigue la mitosis (M), durante la cual se
produce la condensacion cromosémica, la ruptura de la envoltura nuclear, la
formacion de los husos mitéticos, la union de los cromosomas a los husos y la
separacién de las cromatidas hermanas. El ciclo celular se completa con la
separacién de las dos células hijas (citocinesis) (Poon, 2015).

La progresién dentro del ciclo celular es estrictamente controlada por una serie
de proteinas serinal/treonina cinasas dependientes de ciclina bien conservadas
denominadas CDK. La actividad de las CDK se controla en tres niveles. Primero,
las CDK se activan por su interaccion con proteinas llamadas ciclinas. Mientras
qgue las CDK se expresan constitutivamente a lo largo del ciclo celular, el nivel
de las ciclinas varia a lo largo del mismo. Los complejos especificos ciclina-CDK




funcionan en diferentes fases del ciclo celular (Cooper y Hausman, 2019)
(Figura 1).

Como segundo nivel de regulacion las ciclinas estan controlados tanto por la
sintesis regulada como por la protedlisis mediada por ubiquitina. La induccion de
miembros de la familia de la ciclina D (necesarios para la progresion a través de
G1) es provocada por una sefal extracelular o factor de crecimiento, lo que
permite coordinar la division de células individuales de acuerdo con las
necesidades del organismo en su conjunto. Estas sefiales extracelulares inician
la entrada de células en reposo o no proliferantes de GO a G1 (Yang y Sheridan,
2014) (Figura 1).
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Figura 1. Fases del ciclo celular (G1, S, G2 y M), fase GO, complejos ciclina-CDK que lo
regulan y puntos de control de éste. Figura basada en el modelo de Cooper y Hausman
(2017) modificado en https://www.biorender.com/.

Un tercer nivel de regulacion se logra mediante mecanismos de vigilancia
denominados puntos de control, estos monitorean varios eventos, detectando
dafios en el ADN e induciendo la detencion del ciclo celular y los mecanismos
de reparacion del ADN para garantizar que cada etapa del ciclo se complete
antes de que se inicie la siguiente etapa. Las vias del punto de control del dafio
del ADN inhiben la expresion de ciclinas, activan su degradacion y promueven
las fosforilaciones inhibidoras de CDK para detener las células en las fases G1,
S 0 G2 (Weitzman et al., 2021) (Figura 1).




Los puntos de control del ciclo celular son reversibles, lo que permite reanudar
la progresion del ciclo celular después de que se hayan reparado todos los
defectos y completado los procesos correctamente, sin embargo, en caso de
gue los dafios sean demasiado graves y no puedan repararse por completo, los
mismos mecanismos de control inducen una detencion permanente del ciclo
celular (senescencia celular) o desencadenan la muerte celular (Ventura y
Giordano, 2019).

2.3. Muerte Celular

La muerte también es considerada una de las propiedades més basicas de la
vida, pues sélo las entidades vivas encaran este proceso. Como organismos
multicelulares, existe un esfuerzo constante por mantener un equilibrio
homeostético entre la cantidad de células nuevas que se generan a través de la
mitosis y la cantidad de células dafiadas o no requeridas que se eliminan del
cuerpo (D'Arcy, 2019).

Las células de mamiferos expuestas a perturbaciones irrecuperables del
microambiente intracelular o extracelular pueden activar una de las muchas
cascadas de transduccion de sefiales que finalmente conducen a su
desaparicion. Cada uno de estos modos de muerte celular regulada (apoptosis,
autofagia, anoikis, ferroptosis, necroptosis, piroptosis por mencionar algunos) se
inicia y propaga mediante mecanismos moleculares que muestran un grado
considerable de interconectividad. Ademas, cada tipo de muerte celular regulada
puede manifestarse con un espectro completo de caracteristicas morfolégicas
que van desde completamente necrético hasta completamente apoptético
(Galluzzi et al., 2018).

De acuerdo con el NCCD (por sus siglas Nomenclatures Committe on Cell
Death) (2018) menciona que dichos morfotipos, junto con los mecanismos
mediante los cuales se eliminan las células muertas y sus fragmentos, se han
empleado histéricamente para clasificar la muerte celular en tres formas
diferentes: muerte celular tipo | o apoptosis; muerte celular tipo Il o autofagia; y
muerte celular tipo Il o necrosis (Galluzzi et al., 2018).

2.3.1. Necrosis

La necrosis es una forma no controlada de muerte celular inducida por una
lesion externa, como hipoxia o inflamacion. En contraste con la apoptosis, la
necrosis es una forma de muerte celular independiente de energia, donde la
célula se dafia tan gravemente por un choque repentino (radiacion, calor,
productos quimicos, hipoxia, etc.) que no puede funcionar (D'Arcy, 2019).

El aspecto morfologico de la necrosis suele ser el de la oncosis. La expresion
oncosis define una morfologia de muerte celular con hinchazén
citoplasmatica, ruptura mecanica de la membrana plasmatica, dilatacion de
organelos citoplasmaticos (mitocondrias, reticulo endoplasmico y aparato de
Golgi), concluyendo en la liberacion del contenido citoplasmatico al medio




exterior, generando una respuesta inflamatoria en organismos superiores
(Figura 2) (Kroemer et al., 2005).
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de la muerte celular necrética. Imagen basada en el
modelo de Cooper y Hausman (2017) y modificada en https://www.biorender.com/.

2.3.2. Apoptosis

La apoptosis es la muerte celular programada que involucra el
desmantelamiento controlado de los componentes intracelulares sin
derramar su contenido en el entorno circundante (Lodish et al., 2016). Las
caracteristicas morfolégicas de la apoptosis incluyen la fragmentacién del
ADN cromos6mico como resultado de la escision entre nucleosomas, la
condensacion de la cromatina, la fragmentacién nuclear, y finalmente el
encogimiento de la célula y su rotura en fragmentos encerrados de
membrana llamados cuerpos apoptéticos (Figura 3). La eliminacion de los
restos celulares es mediada por la expresion de las llamadas sefales de
“comeme” en la superficie celular (Cooper y Hausman, 2019).
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Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas de la muerte celular apoptética Imagen basada en el
modelo de Cooper y Hausman (2017) y modificada en https://www.biorender.com/.

La apoptosis es ejecutada por las caspasas, cisteina proteasas con
especificidad de escision de aspartato en las proteinas sustrato. Todas las
caspasas recién sintetizadas existen como zimdgenos -cataliticamente
inactivos en las células (Chai y Shi, 2014). Estos zimdgenos de procaspasa




requieren procesamiento enzimatico para lograr una conformacion
completamente activa. Existen dos vias apoptoéticas que pueden distinguirse
por las caspasas adaptadoras e iniciadoras involucradas, la via extrinseca o
intrinseca (Mcllwain et al., 2013).

Via intrinseca

La via intrinseca, también conocida como la via mitocondrial, se
desencadena por la desregulaciéon o el desequilibrio en la homeostasis
intracelular por agentes toxicos o dafios en el ADN. Se caracteriza por la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial, que da como
resultado la liberacion de citocromo C en el citosol. La liberacion del
citocromo C al citosol es promovida por proteinas proapoptoéticas de la familia
BCL-2, como BAX y BAK (Bertheloot et al., 2021).

El citocromo C se une y promueve la oligomerizacion del factor activador de
proteasa apoptética 1 (APAF-1) en una forma heptamérica. APAF-1 contiene
un dominio de reclutamiento de caspasa (CARD) que interactia con la CARD
de procaspasa 9 para formar el apoptosoma, un complejo masivo compuesto
por el citocromo C, APAF-1 y procaspasa 9. Dentro del apoptosoma, la
procaspasa 9 se activa a caspasa 9 y escinde las proformas de las proteasas
caspasa 3 y caspasa 7 y desencadena su funcién efectora de la apoptosis
(Bertheloot et al., 2021).

Via extrinseca

En la via extrinseca (también conocida como apoptosis mediada por receptor
de muerte), las sefales extracelulares son reconocidas por receptores de
muerte en la membrana plasmatica e inducen la muerte. Esta sefial de inicio
puede provenir del medio ambiente, sistema inmunitario o células vecinas.
Los ligandos de muerte son reconocidos por sus respectivos receptores
especificos de muerte en la superficie celular. La region intracelular de estos
receptores de muerte, tras la ligadura de sus respectivos ligandos, reclutan
a la proteina con dominio de muerte asociado a FAS (FADD) y la proteina
con dominio de muerte asociado a TNFRSF1A (TRADD). Ambos
adaptadores contienen dominios de muerte, y las interacciones homotipicas
entre estos dominios (también presentes en la procaspasa-8) estan
involucradas en el reclutamiento de procaspasa-8 en el complejo de
sefalizacion inductor de muerte (DISC) donde se activa. La caspasa 8
activada escinde directamente la procaspasa-3 y procaspasa-7, activando
estas caspasas para ejecutar la muerte celular (Ketelut y Fitzgerald, 2022).

La apoptosis intrinseca y extrinseca comparten componentes comunes de la
via: las caspasas efectoras-3 y -7, las cuales se encuentran en el extremo
terminal de la cascada de caspasas y son cruciales para la apoptosis (Figura
4). La activacion de las caspasas-3 y -7 da como resultado los rasgos




morfoldgicos caracteristicos de la apoptosis y también marca el punto de no
retorno en esta via de muerte celular. Estas caspasas escinden una serie de
sustratos, incluida la poli-ADP ribosa polimerasa (PARP), la proteina quinasa
asociada a Rho | (ROCK1), la ATPasa 11A/C, la proteina 8 relacionada a Xk,
y el inhibidor de la ADNasa activada por caspasa (ICAD). Una vez activadas,
la caspasa-3 y la caspasa-7 median mdultiples pasos en la apoptosis. La
activacion de ROCK1 por escision mediada por caspasa-3 (ademas de
modular el ensamblaje del filamento de actina-miosina y la contractilidad
celular) fosforila la cadena ligera de miosina (MLC). Una vez fosforilada, la
MLC inicia los eventos fisicos que impulsan la formacioén de ampollas en la
membrana: contraccion de actiomiosina, deslaminacion del citoesqueleto
cortical y contraccion celular. Ademas, las caspasa-3y -7 activan varias otras
procaspasas (es decir, caspasa-2, -6, -8 y -10) escindiéndolas
proteoliticamente en sus formas activas y amplificando atn mas la sefal de
apoptosis (Ketelut y Fitzgerald, 2022).
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Como se ha descrito hasta el momento, para garantizar la transmision fiel de
las secuencias gendmicas al ADN de la progenie, todas las células vivas




2.4,

expresan factores de vigilancia especificos que activan una red de vias de
sefalizacion para regular la detencion del ciclo celular, la reparacion del ADN,
la muerte celular programada y la destruccion celular (Wang, 2019). Sin
embargo, cuando se pierden estos mecanismos a causa del dafio genético,
las células empiezan a dividirse sin existir una sefial de proliferacion, fallan
en percibir las sefales que restringen la division celular y muerte, un
desequilibrio en estas rutas de sefializacion pueden favorecer el estado
carcinogénico de la célula, propiciando la aparicién del cancer (Lodish et al.,
2016).

Cancer

El cancer tiene dos propiedades definitorias, la multiplicacion rapida de células
anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales y la capacidad
de invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos. Es la
combinacion de estas propiedades que hacen que el cancer sea particularmente
peligroso (Alberts et al., 2015).

La célula progenitora original que da lugar a un tumor no adquiere inicialmente
todas las caracteristicas de una célula cancerosa. Por el contrario, el proceso de
formacion del cancer llamado oncogénesis 0 tumorigénesis, es un proceso de
multiples pasos que involucra la mutacién y seleccion de células que crea
progresivamente un tipo celular de rapida proliferacibn que escapa a las
restricciones del crecimiento normal, creando una oportunidad para mutaciones
adicionales (Cooper y Hausman, 2019).

En el 2000, Hanahan y Weinberg propusieron los sellos distintivos del cancer
(Figura 5), un modelo para analizar las complejidades de la enfermedad
neoplasica. Estas comprenden seis capacidades biologicas que las células
normales adquieren a medida evolucionan progresivamente hacia un estado
neoplasico y les permiten volverse tumorigénicas y finalmente malignas
(Hanahan y Weinberg, 2011).

Estos sellos incluyen la sefalizacion proliferativa sostenida, evasion de los
supresores del crecimiento, resistir la muerte celular, permitir la inmortalizacion
replicativa, inducir la angiogénesis y activar la invasion y la metastasis. Cada
uno de estos cambios fisioldgicos representa la ruptura exitosa de un mecanismo
de defensa anticancerigeno integrado en células y tejidos (Hanahan y Weinberg,
2000).

En el 2011, se agregaron dos sellos habilitadores: la inestabilidad del genoma,
gue genera la diversidad genética que acelera su adquisicion, y la inflamacion,
gque fomenta multiples funciones distintivas; y dos sellos emergentes de




generalidad potencial a la lista: la reprogramacion del metabolismo energético y
la evasion de la destruccion inmune (Hanahan y Weinberg, 2011).
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Figura 5. Caracteristicas o sellos distintivos del cancer. Imagen basada en el modelo de
Hanahan y Weinberg (2011) y modificada en https://www.biorender.com/.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el cancer es una
de las principales causas de muerte en el mundo: en 2020 se atribuyeron a
esta enfermedad casi 10 millones de defunciones, es decir, casi una de cada
seis muertes registradas, siendo los tipos de cancer mas comunes el de mama,
pulmon, colon, recto y prostata.

El cancer se clasifica tradicionalmente segun el tipo de tejido y célula a partir del
que surgen. Los carcinomas surgen de las células epiteliales y son los mas
comunes en los seres humanos. Los sarcomas surgen del tejido conectivo o de
las células musculares. Las leucemias y linfomas, derivados de los globulos
blancos y sus precursores (Alberts et al., 2015).

Dado que el desarrollo de la malignidad es un proceso complejo de varios pasos,
muchos factores pueden afectar la probabilidad de desarrollar cancer, y es




demasiado simplista hablar de causas Unicas de la mayoria de los tipos de
cancer. No obstante, muchos agentes, incluidos la radiacion, los productos
quimicos y los virus, inducen cancer tanto en animales de experimentacion como
en seres humanos. A éstos se les denomina carcindgenos (Cooper y Hausman,
2019). La radiacién y la mayoria de los carcindbgenos quimicos actian dafiando
el ADN e induciendo mutaciones. Otros, por su parte, contribuyen al desarrollo
del cancer al estimular la proliferacion celular, a éstos se les denominan
promotores tumorales. Ademas, varios tipos de virus (Ilamados virus tumorales)
causan cancer. Los canceres causados por virus incluyen el cancer de higado y
el carcinoma de cuello uterino, que en conjunto representan del 10 al 20% de la
incidencia mundial de cancer (Cooper y Hausman, 2019).

2.4.1 Cancer de Cérvix

El cancer de cuello uterino es la séptima neoplasia mas frecuente en la poblacion
mundial y la cuarta mas comun entre las mujeres, con un estimado de 604,000
casos nuevos y 342,000 muertes en 2020. En paises desarrollados la tendencia
a la mortalidad es descendente debido a una mejora en las condiciones sociales
y la respuesta de los sistemas de salud. Por lo tanto, constituye un indicador de
desigualdad, ya que la mortalidad tiende a concentrarse a las regiones mas
desfavorecidas. Alrededor del 90% de los casos nuevos y muertes en todo el
mundo en 2020 ocurrieron en paises de ingresos bajos y medianos (WHO,
2022).

En Meéxico, para el 2020 el cancer de cuello uterino es el segundo mas
diagnosticado y la segunda causa de muerte por cancer en mujeres, con un
estimado de 9,439 nuevos casos Yy 4,335 muertes. Una tasa de incidencia de
12.6 y de mortalidad de 5.7 por 100,000 mujeres (IMSS, 2022).

Para entender este padecimiento debemos explicar la morfologia del cuello
uterino. Este es la porcion final, inferior y estrecha del Gtero (matriz) que conecta
el atero con la vagina (canal de parto). El cuello uterino tiene una organizacion
epitelial compleja y comprende el epitelio estratificado del ectocérvix, el epitelio
cilindrico del endocérvix y la zona de transformacion cervical (NCI, 2022).

La ubicacion de la union escamoso-cilindrica con relacién al orificio cervical
externo varia en la vida de una mujer y depende de factores como la edad, el
momento del ciclo hormonal, los traumatismos del parto y el uso de
anticonceptivos o el embarazo. Tras la pubertad y durante el periodo
reproductivo, los genitales femeninos crecen por influencia estrogénica. El cuello
uterino se hincha y agranda y el conducto cervical se alarga. Esto conlleva la
eversion del epitelio cilindrico de la parte inferior del conducto cervical hacia el
exocervix La accion del tampon del moco que cubre las células cilindricas se
perturba cuando el epitelio cilindrico se ve expuesto al entorno vaginal acido.
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Cuando la acidez vaginal destruye reiteradamente las células del epitelio
cilindrico, produce la aparicion de las células de reserva subyacentes, un tipo
especializado de células madre, cubicas, subcilindricas, que proliferan y se
diferencian formando el epitelio escamoso metaplasico. Por metaplasia
entendemos el cambio o reemplazo de un tipo de epitelio por otro (Egawa et al.,
2015).

La principal causa del cancer de cuello uterino se encuentra la infeccidon
prolongada (persistente) por los tipos de virus del papiloma humano (VPH) de
alto riesgo. Hay alrededor de 14 tipos de VPH de alto riesgo. Dos de estos, el
VPH16 y el VPH18, causan la mayoria de los canceres relacionados con el VPH
(Rossi y Carozzi, 2019).

Lesiones en la barrera epitelial defensiva estratificada provocan que esta
infeccion pueda desarrollarse. Se cree que la infeccion por VPH de la capa
epitelial basal que mantiene el ectocérvix estratificado resulta mas tipicamente
en la expresion regulada del VPH que facilita la infeccion persistente (Figura 6)
(Doorbar y Griffin, 2019).

Una vez adquirida la infeccién persistente, el virus de VPH puede infectar a las
células de reserva cervical y transformarlas en células atipicas con anomalias
nucleares y citoplasmaticas. La proliferacién y la expansion no controladas de
estas células pueden conducir a la formacion de un epitelio displasico anormal
gue puede persistir como displasia o evolucionar a cancer invasor al cabo de
varios afios (NCI, 2020).

Los canceres de cuello uterino llevan el nombre del tipo de célula donde
comenzo el cancer. La mayoria de los canceres de cuello uterino (hasta un 90%)
son carcinomas de células escamosas. Estos canceres, que también se conocen
como carcinomas epidermoides, se originan en las células del ectocérvix. Por
otra parte, los adenocarcinomas de cuello uterino, que también se conocen como
adenocarcinomas cervicales, se originan en las células glandulares del
endocérvix (Herrington, 2019).

Algunos factores de riesgo aumentan la probabilidad de que una persona con
infeccion por VPH de alto riesgo presente una infeccion prolongada, tales como:
tener un sistema inmunitario debilitado, fumar cigarrillos o estar expuesto de
manera pasiva al humo de tabaco, comenzar a tener relaciones sexuales a edad
temprana, entre otros (Cohen et al., 2019).
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2.4.2 Tratamientos

La etapa y la extension de la progresion del cancer de cuello uterino determina
el tratamiento necesario y este puede ser uno o una combinacién de cirugia,
radiacion y quimioterapia

Cirugia

La cirugia es una técnica comunmente utilizada y exitosa para combatir varios
canceres en etapa temprana, ya que implica la extirpacion fisica del tejido
canceroso. Los tipos de cirugia utilizados para tratar el cancer de cuello uterino
incluyen el procedimiento de escision electro quirargica con asa (LEEP) el cual
consiste en extirpar el tejido anormal del cuello uterino mediante un aro o bucle
de alambre fino para eliminar tejido anormal (BC Cancer Cervix Screening,
2022).

En la traquelectomia se extirpa el cuello uterino, esta puede ser simple donde
se extirpa solo el cuello uterino o radical donde se extirpan el cuello uterino, los
tejidos cercanos y la parte superior de la vagina (NCI, 2022).

O en casos méas avanzados, la histerectomia: En este procedimiento se retira el
Utero mediante cirugia. Es una manera de tratar el cancer de cuello uterino
porque se extirpa el cuello del Utero y algunas otras estructuras que lo rodean,
las diferentes histerectomias que se usan pueden ser: histerectomia total o
completa, histerectomia radical e histerectomia radical modificada (Burmeister
et al., 2022).

Radioterapia

En la radioterapia, se usan rayos X de alta energia u otros tipos de radiacion
para impedir la multiplicacion de la células cancerosas al dafiar su ADN. Los dos
tipos principales de radioterapia son la radioterapia externa y la radioterapia
interna (braquiterapia) (Vordermark, 2016).

En la radioterapia externa se usa una maquina que envia radiacion desde el
exterior del cuerpo hacia el &rea en la que se encuentra el cancer.

En la radioterapia interna, se usa una sustancia radiactiva sellada en agujas,
semillas, alambres o catéteres que se colocan directamente en el cancer o cerca
de este (Vordermark, 2016).

Quimioterapia

El papel del cisplatino como agente activo en el tratamiento del cancer de cuello
uterino recurrente se establecio a fines de la década de 1980. Otros agentes
activos incluyen ifosfamida, bleomicina, 5-fluoracilo, mitomicina C, paclitaxel,
gemcitabina y topotecan (Kumar y Gupta, 2016).
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El ADN es el objetivo intracelular primario de los medicamentos
anticancerigenos, esto es debido a la interaccion que existe entre moléculas
pequefias y el ADN, causando dafio al material genético y bloqueando la division
de las células, lo que resulta en la muerte celular (Woods y Turchi, 2013).

La cirugia rara vez puede extirpar todas las metastasis, y los tratamientos que
eliminan las células cancerosas suelen generar reacciones citotéxicas y no
selectivas que destruyen las células no tumorales que crecen y se dividen con
rapidez (Cheung et al., 2013). El dafio a las células sanas debido a estos
tratamientos puede causar efectos secundarios directamente relacionados con
la actividad necrética de éstos, que demeritan la calidad de vida del paciente,
tales como: cansancio, caida de cabello, anemia, nauseas y voémitos,
estreflimiento, aparicién de ulceras, cambios en piel y ufias como sequedad o
cambio de color, problemas renales, problemas de fertilidad y cambios de peso.
(American Cancer Society, 2019). Por esta razon surge la necesidad de
encontrar alternativas para el tratamiento del cancer.

Debido al éxito del cisplatino como tratamiento contra el cancer, aumento el
interés general en el desarrollo de complejos metélicos con actividad
anticancerigena (Ndagi et al., 2017). No obstante, los farmacos a base de platino
son poco selectivos, por lo que ocasionan efectos secundarios graves, ademas,
pueden generar resistencia a mdultiples farmacos durante la quimioterapia
(Wheate et al., 2010). Esto impulsé la sintesis y estudio de complejos con
metales biolégicamente benignos, en lugar de metales toxicos como el platino,
con actividad anticancerigena, menos toxicidad y mecanismos antitumorales
especificos (Galvan y Changs., 2017).

Se han sintetizado numerosos compuestos a base de metales con propiedades
anticancerigenas prometedoras. Entre estos se encuentran los compuestos
organoestannicos (IV) que han despertado el interés debido a su respuesta
farmacoldgica y su caracter inductor de apoptosis (Galvan et al., 2020).

Compuestos de Organoestaino
Como se mencion6 anteriormente, a pesar de que los medicamentos a base de
platino tienen una gran eficacia, también tienen serios inconvenientes como la
resistencia a los medicamentos, efectos secundarios indeseables, efecto
nefrotdxico y alta toxicidad. Debido a este impacto negativo, se disefiaron y
sintetizaron muchos compuestos a base de metales distintos del platino (Yusof
et al., 2020).

Los compuestos organometdlicos se definen como complejos metélicos que
contienen al menos un enlace covalente metal-carbono. Estos tienen una gran
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variedad estructural y una estereoquimica mas diversa que la de los compuestos
organicos (Gasser et al., 2011).

Dentro de los organometalicos, los compuestos organoestannicos estan
ampliamente disponibles, ya que han encontrado una variedad de aplicaciones
industriales y agricolas, y son adecuados como materiales de partida para la
sintesis de nuevos derivados (Alama et al., 2009). Dada la gran posibilidad de
variacion de las fracciones organicas y los ligandos donantes unidos al metal,
estos compuestos proveen una plataforma versatil para el disefio de farmacos,
dando como resultado varios compuestos con actividad antitumoral, mayor
eficacia y menor toxicidad (Yusof et al., 2020; Hadjikakou et al., 2009).

Se ha encontrado que la mayoria de los compuestos de organoestafio (IV)
inducen la muerte celular a través de la apoptosis, especificamente la via
mitocondrial (Syed et al., 2021; Girasolo et al., 2017), ademas, se ha demostrado
su participacion en la detencion del ciclo celular (Asanagi et al., 2016; Attanzio
et al., 2020).

Si bien los compuestos de organoestafio (IV) son cruciales para los efectos
antiproliferativos, el disefio del ligando también desempefia un papel importante
en el transporte y la orientacion a un sitio especifico dentro de las células
cancerosas (Alama et al., 2009).

Compuestos de organoestafo (IV) de bases de Schiff

Las bases de Schiff y sus derivados se conocen como ligandos versatiles, con
un notable comportamiento quelante y una alta flexibilidad de coordinacion (Liu
y Hamon, 2019). Esto puede resultar en propiedades biolégicas muy diferentes,
aungue solo pueden diferir ligeramente en sus estructuras moleculares, lo que
los hace utiles para disefiar farmacos o agentes terapéuticos basados en
metales que ofrecen un mayor efecto terapéutico, mayor biodisponibilidad y
biodistribucién (Galvan y Ramirez., 2017) (Yusof et al., 2020).

A los compuestos de organoestafio (IV) de bases de Schiff se les ha evaluado
actividad antimicrobiana (Saroya et al., 2022) y, ademas, ha sido bien
documentada su actividad antiproliferativa in vitro en cultivos de las lineas
celulares tumorales MCF-7 (mama humana) (Kapila et al., 2021), MIA PaCa-2
(pancreas), A2780 (ovario), BE2-C (neuroblastoma), SJ-G2 (glioblastoma)
(Yusof et al., 2020), A549 (pulmén), PC-3 (prostata) (Devi et al., 2022), Caco-2,
HCT-116, HT-29 (colon) (Yu et al., 2022), HL-60 (leucemia) (Hong et al., 2014)
y HelLa (cérvix) (Tabla 1).
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Autor Compuesto Sustituyente IC50 uM
(Wang et al. | Compuestos de | R=Metilo 21,88 + 0,85
,2022) diorganoestafio (IV) de bases | R=Fenilo 7,54 + 0,69
de Schiff diacilhidrazona R=Butilo 0,81 + 0,07
(Tan etal. | Complejos de organoestafio | Ri=Nitro R=Fenilo 9,25+0,21
,2017) (IV) de base de Schiff Ri1=H R=Fenilo 8,56+ 1,17
basados en salicilaldehido-o- Ri=H R=Butilo 7,16 £ 1,61
aminofenol R1=Nitro R=Butilo 2,62 + 1,04
(Liu etal. Complejo de organoestafio (1) R=Metilo 15.23 +1.15
,2017) (IV) derivado de base de (1) R=Fenilo 0.89 +0.50
Schiff de hidrazona (1) (2) R=Metilo 1450+ 1.16
chlorosalicylaldehyde (2) R=Fenilo 0.68 +0.17
isonicotinoyl hydrazone
(2)2-hydroxy-4-
methoxybenzaldehyde
isonicotinoyl hydrazone
(Yang etal. | Complejos de organoestafio | (1) R=Metilo 10.975 +1.011
, 2016) (IV) derivados de la base de | (1) R=Butilo 0.399 +0.142
Schiff N’-[(1E) -(2-hidroxi-3- | (1) R=Fenilo 0.824 +0.193
metoxifenil) (2) R=Butilo 0.588 + 0.230
metiliden]piridina-3- (2) R=Fenilo 1.731+0.21
carbohidrazona
(Hazra et al. | Complejos de organoestafio | R=Etilo 27,67 £0,81
, 2016) (IV) de base de Schiff R=Butilo 2,43 +0,54
sulfonados

Tabla 1. Muestra los valores de IC50 (efecto antiproliferativo) de diversos compuestos de
organoestafio de bases de Schiff sobre la linea celular de cancer cérvix HelLa, expresados
en uM.

A nivel celular, han sido implicados en una gran cantidad de procesos para tratar
de explicar su alta actividad citotéxica, procesos como la inhibicion en la sintesis
de ADN mediante su union al grupo fosfato (Devi et al., 2022), interaccién por
enlace de hidrégeno, interacciones hidrofdbicas y electrostaticas (Yusof et al.,
2020) o por interaccion intercalante (Abbas et al., 2022) , ademas, se ha
reportado la inducciéon de apoptosis por alteracién de [Ca*?] y generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Gennari et al., 2000).
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Compuestos de organoestaiio (IV) de bases de Schiff que contienen
piridoxal (vitamina B6)

Los compuestos evaluados en este trabajo usan complejos de base de Schiff
derivados de la vitamina B6 (VB6), estos son compuestos importantes debido a
sus propiedades dirigidas a los tumores. Se sabe que VB6 es captado por las
células a través de una via de difusion mediada por transportador de membrana
transportadora (VTC) de VB6. Dado que las células cancerosas tienen una gran
demanda de VB6, los compuestos que tienen este resto podrian lograr la entrada
mediada por VTC en las células tumorales con preferencia a las normales
(Galvan y Changs, 2017).

Sobre los compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados de
ligantes tridentados que contienen piridoxal que seran evaluados en este trabajo,
son nulos los estudios puesto que es un compuesto de reciente sintesis. Los
antecedentes mas cercanos son sobre complejos de organoestafio (V) a partir
de ligandos de bases de Schiff reportados por Galvan y Ramirez (2017) los
cuales son compuestos de diciclohexilestafio y otros bis(trimetilsilil)metilestafio,
Galvan y Changs (2017) siendo compuestos de dibutilestafio y difenilestafio, y
los reportados por Galvan et al. (2020) siendo compuestos dibutilestafio. Sin
embargo, para ninguno de estos se ha reportado su actividad en la linea celular
tumoral CaSki. Se les ha reportado actividad citotoxica en las lineas celulares
tumorales U-251 (glioblastoma), K-562 (leucemia), HTC-15 (adenocarcinoma
colorrectal humano), MCF-7, MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama humano)
y SKLU-1 (adenocarcinoma de pulmén de células no pequefias) (Tabla 2).

Autor Molécula Linea Celular Grupo R IC50

(Galvan et al., s 7 . N=0 U-251 (glioblastoma) | 3A (H) 0,51 + 0,03
2020) RSE_A~U \,},@ 3H(NO;)  |0,25 + 0,01
:@f%\?nﬁ 2" K-562 (leucemia) 3A (H) 0,33 + 0,03
3H (NOy) 0,25 + 0,01
HTC-15 (colon) 3A (H) 1,36 £ 0,02
3H (NOy) 0,83 + 0,03

MCF-7 (mama) 3A (H) 1,28 £ 0,1
3H (NOy) 0,34 £ 0,02
MDA-MB-231 (mama) |3A (H) 0,49 + 0,03
3H (NOy) 0,27 + 0,02
SKLU-1 (pulmén) 3A (H) 0,48 + 0,03
3H (NO3) 0,35 + 0,02
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Autor Molécula Linea Celular Grupo R IC50

(Galvany OH N U-251 (glioblastoma) 3A (H) 0,43 +0,03
Chans., 2017) AN NOR' 3E (OCHs) | 0,50+ 0,04
N A\ oSNz 3F (NOy) 0,70+£0,02

0,16 £

3 g 3J (NO>) 0,007

K-562 (leucemia) 0,24 +

3A (H) 0,010

0,12 +

3E (OCH3) 0,010

0,46 £

3F (NO3y) 0,040

0,22 +

3J (NO,) 0,010
HTC-15 (colon) 3A (H) 1,08 + 0,04
3E (OCH3) 1,10+0,10
3F (NO3y) 1,60+0,10
3J (NO,) 0,45 + 0,04
MCF-7 (mama) 3A (H) 0,56 + 0,03
3E (OCH3) 0,64 £0,02
3F (NO3) 0,93 +0,08

0,21+

3J (NO,) 0,007

SKLU-1 (pulmodn) 0,62 +

3A (H) 0,010

0,53+

3E (OCHs) | 0,010

0,67

3F (NO3) 0,050

0,12 +

3J (NO,) 0,008
U-251 (glioblastoma) 4A (H) 1,01 +0,06
OH R K-562 (leucemia) 0,37 +0,01
A O HTC-15 (colon) 1,05 +0,10
N O«S”'O MCF-7 (mama) 0,64 +0,03

@ SKLU-1 (pulmén)

0,57 £0,03
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Autor Molécula Linea Celular Grupo R IC50
(Galvany R U-251 (glioblastoma) 2A (H) 0,19 +0,01
Ramirez, 2017) 2E (OCHs) [0,22+0,01
2F (NO,) 0,28 +0,01
K-562 (leucemia) 2A (H) 0,047 +£0,03
2E (OCHs) |0,099 + 0,01
28-2g Ry=Cy 2F (NOy 0,130 + 0,01
HTC-15 (colon) 2A (H) 0,52 +0,05
2E (OCHs) | 0,47 £0,02
2F (NOy) 0,50 + 0,05
MCF-7 (mama) 2A (H) 0,21+0,01
2E (OCHs) |0,28+0,03
2F (NOy) 0,21 +0,02
SKLU-1 (pulmén) 2A (H) 0,16 + 0,02
2E (OCHs) [0,19£0,01
2F(NO,  |0,31+0,03
MDA-MB-231 (mama) |2A (H) 0,15+0,01
2E (OCH;3) 0,25+0,01
2F(NO,  |0,44£0,02
HO.. R U-251 (glioblastoma) | 3A (H) 0,13+0,01
bl § 3E(OCHs) [0,32£0,01
Ne _,!L_Ras'l,,, ) 3F(NOy | 0,29 +0,02
'S K-562 (leucemia) 3A (H) 0,08 + 0,01
3a-3g Ry= -CH,-Si-(CH) 3E(OCHs) |0,20+0,01
3F (NO3) 0,15 + 0,01
HTC-15 (colon) 3A (H) 0,64 +0,01
3E (OCHs) 0,49 £ 0,001
3F (NOy 0,36 +0,02
MCF-7 (mama) 3A (H) 0,14 +0,01
3E (OCHs) 0,20+0,01
3F (NOy 0,22 £0,004
SKLU-1 (pulmén) 3A (H) 0,13+0,01
3E (OCH3) 0,34+0,03
3F (NO3) 0,21+0,01
MDA-MB-231 (mama) |3A (H) 0,29 £ 0,02
3E (OCHs) 0,35+0,02
3F (NOy) 0,22+ 0,01

Tabla 2. Muestra los valores de IC50 (efecto antiproliferativo) de los compuestos de
organoestafio de base de Schiff que contiene piridoxal, y su derivado, sobre diferentes
lineas celulares tumorales, expresados en UM estudiados por el grupo de trabajo de Galvan
(2017,2017 y 2020)
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En los tres ensayos realizados por Galvan et al. (2017, 2017 y 2020) es de
destacar que la concentracion de compuesto requerida para logar una IC50 es
menor que aquella correspondiente al cisplatino.

Es asi que el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad
antiproliferativa, necrética y apoptotica de los compuestos 10,10-Diphenyl-5-
methoxy-10-stanna-1,6-diaza-9,11-dioxatetracycle[8.7.0.01-80.12"]heptadeca-
1,3,5,7,13,15-hexaene (4C), 10,10-Diphenyl-5-nitro-10-stanna-1,6-diaza-9,11-
dioxatetracycle[8.7.0.0180.1%1"]heptadeca-1,3,5,7,13,15-hexaene (4E) y 10,10-
Diphenyl-1,6-diaza-10-stanna-9,11-dioxatetracycle[8.7.0.01-80.121"]heptadeca-
1,3,5,7,13,15-heptaene (4F) (Figura 7) en la linea celular de cancer de cérvix
CaSki proveniente de carcinoma epidermoide de cuello uterino y positiva a virus
de papiloma humano.
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Figura 7. Estructura molecular de los compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio
(IV) derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal 4F, 4E y 4C. (Cortesia de la
Dra. Elizabeth Gémez del Instituto de Quimica, UNAM)

(o]
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3. Planteamiento del problema

Los tratamientos quimioterapéuticos que eliminan las células cancerosas resultan
ineficientes en pacientes terminales y/o metastasicos y suelen generar efectos
colaterales que afectan a las células no tumorales, demeritando la calidad de vida
del paciente. Por esta raz6n surge la necesidad de encontrar alternativas
quimioterapéuticas conformadas de compuestos o farmacos con actividad
antiproliferativa, baja actividad citotoxica, inductora de muerte celular programada y
de accion selectiva para el tratamiento del cancer

Por ello es importante evaluar la actividad antitumoral de diversos compuestos,
entre los que destacan los compuestos de organoestafio (IV) por la actividad
antiproliferativa y apoptotica que presentan en cultivos de células tumorales in vitro.

Tomando en cuenta lo anterior, en este trabajo se pretende evaluar si los
compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes
tridentados que contienen piridoxal, 4C, 4E y 4F, poseen actividad antiproliferativa
e inductora de apoptosis, con baja o nula actividad necrética, en cultivos de células
tumoral de cérvix CaSki.
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4. Justificacion

El cancer de cuello uterino es la séptima neoplasia més frecuente en la poblacion
mundial y la cuarta mas comdn entre las mujeres. En los paises en vias de
desarrollo el acceso a medidas preventivas es limitado y, a menudo, el cancer de
cuello uterino no se identifica hasta que se encuentra en un estado avanzado y se
presentan los sintomas. En México, en el 2020 el cancer de cuello uterino fue el
segundo mas diagnosticado y la segunda causa de muerte en mujeres.

Como consecuencia, las acciones para su prevencion y tratamiento tienen especial
relevancia en los sistemas de salud, por lo que es necesario investigar nuevas
alternativas que posean un mejor potencial antiproliferativo, apoptético y con menor
o nula actividad necrotica.

En este sentido se han encontrado que los compuestos de organoestafio (IV)
presentan actividad antitumoral, por ello, el estudio de los compuestos
pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes tridentados que
contienen piridoxal resulta de sumo interés.
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5. Hipotesis

Se ha descrito que los compuestos de organoestaiio (IV) muestran actividad
antiproliferativa y apoptética en algunas lineas celulares tumorales, por lo que se
espera que los compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados
de ligantes tridentados que contienen piridoxal presenten actividad antiproliferativa
y apoptética en la linea celular tumoral CaSki y presenten baja actividad necrotica.
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6. Objetivos

Objetivo General: Evaluar la actividad antiproliferativa, necrética y apoptética de

los compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (V) derivados de ligantes

tridentados que contienen piridoxal 4C, 4E y 4F en cultivos de la linea celular de
cancer de cérvix CaSki

Objetivos Particulares:

Determinar si los compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV)
derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal 4C, 4E y 4F
presentan actividad antiproliferativa en la linea celular tumoral CaSki,
expresada como la concentracion requerida del compuesto para inducir el
decremento del 50% de la densidad celular (IC50) a través de la técnica de
incorporacion de cristal violeta.

Evaluar la actividad necrética de los compuestos pentacoordinados de
diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes tridentados que contienen
piridoxal 4C, 4E y 4F en la linea celular tumoral CaSki, a través de la
cuantificacion de la actividad de la enzima citoplasméatica LDH en los
sobrenadantes de los cultivos celulares.

Evaluacion de la actividad inductora de apoptosis de compuestos
pentacoordinados de diciclohexil estafio (1) derivados de ligantes
tridentados que contienen piridoxal 4C, 4E y 4F a través de la observacion
de caracteristicas morfologicas tipicas de células apoptGticas por
microscopia de contraste de fases y tincion con el fluorocromo DAPI, asi
como la presencia de caspasa-3 activa determinada mediante microscopia
de epifluorescencia.

24



7. Método

7.1. Cultivo celular

En este trabajo se usé como modelo la linea celular tumoral CaSki, proveniente de
un carcinoma epidermoide de cuello uterino y positiva a virus de papiloma humano
tipo 16, fue establecida a partir de una metastasis en el mesenterio del intestino
delgado, que sirve como modelo para el estudio del carcinoma cervical avanzado.
Esta linea se obtuvo de la American Type Culture Collection (ATCC Rockville, MD).
Las células se sembraron en 10 mL de medio RPMI-1640 (Gibco, USA)
suplementado con L-glutamina, bencilpenicilina y rojo fenol, adicionado con 5% de
suero de neonato bovino (SNB) previamente desactivado a 57° C por 30 minutos.
Los cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de
CO2y una atmosfera saturada de humedad. Para realizar los ensayos, los cultivos
se desarrollaron en un 60-70% de saturacion de la densidad celular.

7.2. Preparacion de la solucion stock de los compuestos 4C, 4E y 4F

Los compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (1V) fueron donados por la
Dra. Elizabeth Gomez Pérez, Profesora investigadora del Instituto de Quimica de la
UNAM. Los compuestos fueron preparados de la siguiente manera: 1mg de
compuesto sera disuelto en 100 uL de DMSO en tubos tipo ependorff. A partir del
stock se tomoO la cantidad necesaria del compuesto para preparar las
concentraciones que se aplicaron en las curvas dosis respuesta y en los demas
ensayos.

7.3. Actividad antiproliferativa de los compuestos 4C, 4E 4F mediante la
técnica de incorporacion de cristal violeta

Se realizaron cultivos de la linea celular tumoral CaSki en placas estériles de
plastico de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 7000 células
por pozo en 100 pL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB
por 24 horas. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C
con 5% de CO:2 y una atmosfera saturada de humedad. Una vez transcurridas las
24 horas, se retird el medio de la placa y se estimularon las células a diferentes
concentraciones del compuesto en RPMI al 5% de SNB. En las condiciones de
control y basal se cambié Unicamente el medio por medio fresco. En el vehiculo se
agregé DMSO (Sigma-Aldrich, USA) a una concentracion equivalente a la
concentracion maxima empleada en la curva dosis-respuesta. Posteriormente se
dej6é incubando durante 24 horas. Unas vez transcurridas las 24 horas del
tratamiento se procedio a evaluar el numero celular utilizando la técnica de cristal
violeta, se retird el medio de la placa y las células se fijjaron con 40 pL de
glutaraldehido (Sigma-Aldrich, USA) al 1.1% durante 20 minutos, una vez
transcurrido el tiempo se retir6 el glutaraldehido, se enjuagé la placa y se dejo secar
al aire, posteriormente se agregaron 30 uL de colorante cristal violeta al 0.1% en
una solucion amortiguadora de acido férmico durante 20 minutos. Una vez
transcurridos los 20 minutos se enjuago la placa para retirar el exceso de colorante,
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se dejo secar al aire y se adicionaran 100 pL de &cido acético, la muestra se leyo a
590 nm por espectrofotometria en un lector de placas (Chrome Manager). Los datos
obtenidos se analizaron en Microsoft Excel 365, graficando una curva dosis
respuesta, posteriormente se realizd una regresion lineal para obtener el valor de la
ICs0 (Concentracion en la que disminuye el 50% del numero celular).

7.4. Determinacion de la muerte celular necrotica a través de la presencia
de la enzima LDH en los sobrenadantes de los cultivos celulares
Se realizaron cultivos de la linea celular tumoral CaSki en placas estériles de
plastico de 96 pozo de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 7000 células
por pozo en 100 pL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB
por 24 horas. Todos los cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA)
a 37°C con 5% de CO: y una atmosfera saturada de humedad. Una vez
transcurridas las 24 horas, se retir6 el medio de la placa y se trataron con las
siguientes condiciones: Un control testigo Unicamente con medio de cultivo, un
control con DMSO (Sigma-Aldrich, USA) con la concentracion empleada para
preparar la IC50 correspondiente y las concentraciones de la IC50 correspondientes
para cada linea celular. A las 23 h después del tratamiento se agregaron 10 pL de
una solucion de Tritbn X-100 al 9% (la dilucién final es 1:9 por lo que la
concentracion final es de 0.9%) en RPMI-1640 durante 1 hora para lisar las células.

El efecto necrético fue determinado mediante la liberacibn de la enzima
citoplasmatica Lactato Deshidrogenasa (LDH) utilizando el kit CytoTox 96
(Promega, USA). De acuerdo con las especificaciones del fabricante, una vez
cumplidas las 24 horas de tratamiento, la placa de cultivo fue centrifugada a 4000
romy 40 uL del sobrenadante fue recuperado y transferido a una placa de 96 pozos
estéril, posteriormente se adicionaron 40 pL de la mezcla de reaccion del kit a cada
pozo. La placa se mantuvo a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 20
minutos. Se midié la absorbancia a 490 nm usando un lector de placas (Chromate
Manager). Los datos obtenidos se analizaron utilizando Microsoft Excel 365,
tomando como referencia el control positivo como un 100%.

7.5. Evaluacion de la morfologia celular apoptoética por microscopia de
fluorescencia con tinciéon de DAPI
Se realizaron cultivos de la linea celular tumoral CaSki en placas estériles de
plastico de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 7000 células
por pozo en 100 uL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB
por 24 horas. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°
con 5% de COz2 y una atmosfera saturada de humedad. Una vez transcurridas las
24 horas, se retiré el medio de la placa y se trataron con las siguientes condiciones:
Un control testigo unicamente con medio de cultivo, un control para DMSO con la
concentracion empleada para preparar la IC50 correspondiente, un control positivo
con cisplatino a una concentraciéon de 5.66 UM reportada para la linea celular
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tumoral CaSki por Laskar et al. (2018) y las concentraciones de las IC50
correspondientes para cada compuesto.

Una vez pasadas las 24 horas se fijaron las células con 50 pL de paraformaldehido
al 2% por 20 minutos, posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS filtrado, cada
uno de 3 minutos. Las células se permearon con Triton X-100 al 0.3% en PBS a 4°C
durante 5 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se hicieron nuevamente 3 lavados
con PBS filtrado durante 3 minutos. Posteriormente se agregaron 5 pL/ml de
fluorocromo 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich, USA) y se dejé actuar
durante un minuto a temperatura ambiente. Se hicieron nuevamente 3 lavados con
PBS filtrado durante 3 minutos. Finalmente se agregaron 50 pyL de PBS filtrado y se
observaron las células por microscopia de campo claro y epifluorescencia (Nikon
Eclipse TS2R-FL, JAP).

7.6. Evaluacion de muerte por apoptosis mediante inmunodeteccion de
caspasa-3 activa por microscopia de fluorescencia

Se realizaron cultivos de la linea celular tumoral CaSki en placas estériles de
plastico de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 7000 células
por pozo en 100 pL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB
por 24 horas. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C
con 5% de CO:2 y una atmosfera saturada de humedad. Una vez transcurridas las
24 horas, se retird el medio de la placa y se trataron con las siguientes condiciones:
Un control testigo Unicamente con medio de cultivo, un control para DMSO con la
concentracion empleada para preparar la IC50 correspondiente para cada
compuesto y un control positivo con cisplatino a una concentracion de 5.66 uM.

Una vez pasadas las 24 horas se fijaron las células con 50 pL de paraformaldehido
al 2% por 20 minutos, posteriormente se hicieron 3 lavados con PBS filtrado, cada
uno de 5 minutos. Las células se permearon con Triton X-100 al 0.3% en PBS a 4°C
durante 5 minutos. Una vez transcurrido el tiempo nuevamente se hicieron 3 lavados
con PBS filtrado durante 5 minutos. Posteriormente se agregaron 30 pL/mL de
anticuerpo primario anticaspasa-3 activa (anticuerpo producido en conejo, SIGMA)
1:500 en PBS durante 24 horas a 4°C. Se hicieron 3 lavados con PBS filtrado
durante 5 minutos y se agregaron 30 uL/mL de anticuerpo secundario acoplado al
fluorocromo FITC durante 2 horas, protegiendo la placa de la luz. Se lavo el
anticuerpo con PBS filtrado durante 5 minutos y finalmente se agregaron 50 uL de
PBS filtrado y se observaron las células en campo claro con iluminacion de contraste
de fases y por microscopia de epifluorescencia (Nikon Eclipse TS2R-FL, JAP).

7.7. Andlisis Estadistico

Para calcular la media y la desviacion estandar, los datos experimentales fueron
procesados en el programa Microsoft Excel 365. Se utilizo el programa IBM SPSS
Statistics para aplicar un analisis de varianza (ANDEVA) para la comparacion
entre medias, seguido de la prueba de Tukey para determinar la diferencia entre
los pares de medias con un nivel de significancia de 0.05.
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8. Resultados
Efecto Antiproliferativo de los compuesto 4C, 4E y 4F

Con el proposito de determinar si los compuestos 4C, 4E y 4F presentan actividad
antiproliferativa en células tumorales, cultivos de células CaSki fueron estimulados
con diferentes concentraciones de los compuestos (Figura 10). La actividad
antiproliferativa fue expresada como la cantidad requerida de compuesto para
inducir una disminucién del 50% en el namero celular (IC50) (Tabla 3).
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Efecto de 4F en CaSki
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Figura 10. Actividad antiproliferativa de los compuestos 4C, 4E y 4F sobre la linea celular de
cancer de cérvix CaSki. Los datos obtenidos son representativos de tres ensayos
independientes, los cuales fueron analizados mediante una prueba de ANDEVA seguida de
Tukey * diferencia significativa p<0.05 vs Control. Las barras representan la desviacion

/ I
° IR x
C I+
v I %

N

(ng/ml)

estandar
Compuesto IC50 pug/ml IC50 uM
4C 0.96+0.047 1.82 £ 0.075
4E 1.06+£0.071 1.95+0.131
4F 0.81+0.040 1.62 £ 0.096

Tabla 3. Valores calculados de las IC50 de los compuesto 4C, 4E y 4F, expresados en pg/ml
y UM

Los resultados obtenidos muestran que todos los compuestos presentan una
actividad antiproliferativa en los cultivos de la linea celular tumoral CaSki. Ademas,
se observa que a medida que aumenta la concentracion de los compuestos, el
namero celular se reduce, teniendo un efecto dosis-dependiente.

Efecto Necrotico de los compuestos 4C, 4Ey 4F

Después de confirmar la actividad antiproliferativa de los compuestos 4C, 4E y 4F
sobre la linea tumoral CaSki, se procedio a evaluar si esta actividad es producto de
una muerte de tipo necrotica. Para ello, cultivos de células CaSki fueron tratadas
con los compuestos 4C, 4E y 4F a sus respectivas IC50 y la evaluacion de la
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante de los
cultivos celulares fue determinada (Figura 11) y considerada como un indicador de
la pérdida de integridad de la membrana celular, un evento caracteristico en una
muerte por necrosis.
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Actividad Necrotica

100 1

90
80
70
60
50
40
30
20

% Actividad de LDH

*
10
0 T T * = -
Triton Ctrl DMSO 4c 4E 4F

Figura 11. Actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en el sobrenadante de los cultivos
celulares de la linea celular tumoral CaSki estimulados con las concentraciones IC50 de los
compuestos 4C, 4E y 4F, expresadas en porcentaje comparado con un control positivo de
células lisadas con Tritdn X-100. Resultados de 3 ensayos independientes donde cada
condicidon fue evaluada por sextuplicado. Prueba ANDEVA con una p<0.05

Tritén X-100 Control DMSO 4C 4E 4F
100+4.7 1.73+1.64 1.62+1.70 |5.82+1.49 |5.60+0.85 | 8.14+0.90

Tabla 4. Valores de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en el sobrenadante de
cultivos celulares de la linea celular tumoral CaSki estimulados con las concentraciones de
IC50 de los compuestos 4C, 4E y 4F. Comparado con control positivo de células tratadas
con Tritén X-100

Los resultados obtenidos (Tabla 4) establecen que el hecho de que las células
CaSki presenten valores <10% de actividad de LDH, al ser tratadas con los
compuestos 4C, 4E y 4F, sugiere que el decremento en el nimero celular es debido
a un proceso diferente al de la muerte necrotica.

Actividad apoptotica de los compuestos 4C,4dEy 4 F

Una vez determinado que las IC50 de los compuestos 4C, 4E y 4F no generan una
respuesta necrética sobre la linea celular de cancer de cérvix CaSki, se evalud la
actividad inductora de la apoptosis de los compuestos a través de la observaciéon de
caracteristicas morfolégicas propias de células apoptéticas mediante microscopia
de contraste de fases y epifluorescencia. Las células fueron tefiidas con DAPI y la
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presencia de la caspasa-3 activa fue determinada mediante inmunodeteccion y
considerada un marcador bioquimico de la apoptosis.

CASPASA 3

CONTROL

DMSO

CISPLATINO

4C

Figura 12. Efecto apoptoético del compuesto 4C. La morfologia de las células tumorales CaSki
se observa en el contraste de fases (C.F.), donde los triangulos negros indican células
redondeadas debido a la pérdida de proyecciones citoplasmaticas y, por ende, pérdida de la
morfologia poliédrica tipica de la linea celular tumoral; las flechas negras sefialan cuerpos
apoptoticos y posible formacion de blebbing. El efecto sobre la morfologia nuclear se observa
en latincidon con DAPI, donde las flechas rojas indican la condensacién nuclear y las flechas
blancas la fragmentacién de la cromatina. Lainmunodeteccién de caspasa-3 se observa en el
cisplatino y en el compuesto 4C que corresponde al marcaje verde.
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Figura 13. Efecto apoptotico del compuesto 4E. La morfologia de las células tumorales CaSki
se observa en el contraste de fases (C.F.), donde los triangulos negros indican células
redondeadas debido a la pérdida de proyecciones citoplasmaticas y, por ende, pérdida de la
morfologia poliédrica tipica de la linea celular tumoral; las flechas negras sefialan cuerpos
apoptoticos y posible formacion de blebbing. El efecto sobre la morfologia nuclear se observa
en la tincién con DAPI, donde las flechas rojas indican la condensacién del nucleo y las
flechas blancas la fragmentacién de la cromatina. La inmunodeteccién de caspasa-3 se
observa en el cisplatino y en el compuesto 4E que corresponde al marcaje verde.
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Figura 14. Efecto apoptotico del compuesto 4F. La morfologia de las células tumorales CaSki
se observa en el contraste de fases (C.F.), donde los triangulos negros indican células
redondeadas debido a la pérdida de proyecciones citoplasmaticas y, por ende, pérdida de la
morfologia poliédrica tipica de la linea celular tumoral; las flechas negras sefialan cuerpos
apoptoticos y posible formacion de blebbing. El efecto sobre la morfologia nuclear se observa
en latincién con DAPI, donde las flechas rojas indican la condensaciéon de la cromatinay las
flechas blancas la fragmentacion de la cromatina. La inmunodeteccién de caspasa-3 se
observa en el cisplatino y en el compuesto 4F que corresponde al marcaje verde.
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Los resultados (Figuras 12-14) establecen que las células control y DMSO
presentan una morfologia poliédrica, citoplasma extendido con proyecciones
citoplasmaticas bien definidas, adheridas a la placa de cultivo y nucleos con la
cromatina distribuida en el nucleoplasma y sin ningun tipo de fragmentacion (ver
tincion con DAPI). Sin embargo, las células tratadas con cisplatino o con los
compuestos 4C, 4E y 4F presentaron una forma esférica, reduccion de tamaro
(contraccion celular), pérdida de las proyecciones citoplasmaticas que sugieren
pérdida de adherencia. Ademas, en algunas células se observan blebbing y
formacion de cuerpos apoptoéticos. En la tincion con DAPI se observan nucleos mas
pequefios y en algunos casos fragmentados, los nucleos son brillantes, indicando
compactacion de la cromatina.

Finalmente, tanto las células tratadas con cisplatino, como los compuestos 4C, 4E
y 4F, se puede observar la presencia de caspasa-3 activa. Esto, junto con lo
observado en la morfologia, sugiere que muy probablemente las células tratadas
con los compuestos 4C, 4E y 4F experimenten una muerte por apoptosis.
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9. Discusion de Resultados

Los tratamientos usados actualmente en la terapia contra el cAncer dependen de la
etapa de la enfermedad. En la mayoria de los casos los pacientes ya estan en
etapas avanzadas y se recurre al uso de quimioterapéuticos. El éxito del cisplatino
como agente quimioterapéutico contra el cancer atrajo interés al estudio de
compuestos metalicos con actividad antitumoral. No obstante, los farmacos a base
de platino pueden ocasionar resistencia a multiples farmacos y generar acciones
citotdxicas y no selectivas que destruyen las células no tumorales que crecen y se
dividen con rapidez. El dafio a las células sanas causado por estos tratamientos
puede causar efectos secundarios que demeritan la calidad de vida del paciente.
Debido a este impacto negativo, se impulso la sintesis y estudio de compuestos con
metales con actividad antitumoral, menos toxicidad y mecanismos antitumorales
especificos. Al respecto, actualmente se ha generado un gran interés por los
compuestos basados en estafio. Los trabajos publicados por Galvan en 2017 y 2020
y Galvan y Chans en 2017, donde se evaluaron compuestos de organoestafio con
base de Schiff en lineas celulares tumorales, mostraron que el grupo funcional nitro
(NO2) afecta la actividad antiproliferativa incrementandola o disminuyéndola,
dependiendo de la posicion de éste en la estructura quimica. No obstante, aunque
en estos trabajos independientes existen diferencias entre sus valores de IC50
debido a los sustituyentes y ligandos en las diversas lineas celulares tumorales, las
lineas leucémicas mostraron tener los valores de IC50 mas bajos a estos
compuestos con respecto al resto, mientras que las lineas celulares de cancer de
colon mostraron ser aquellas con valores de IC50 mas elevados. Con respecto a los
compuestos evaluados en este trabajo, se obtuvieron resultados similares a los de
Galvan-Chans (2017). En este sentido, en el presente trabajo se evalu6 el efecto
antiproliferativo, necrético y apoptoético de los compuestos pentacoordinados de
diciclohexil estafio (V) derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal 4C,
4E y 4F, reportando que los compuestos 4C, 4E y 4F afectaron la actividad
antiproliferativa de las lineas celulares tumorales, donde los sustituyentes presentes
en la estructura quimica (nitro y metoxilo) no mejoraron la actividad antiproliferativa
del compuesto base (4F). De igual manera, Galvan-Ramirez (2017) evaluaron
compuestos similares a los evaluados en este trabajo, obteniendo resultados
similares. Sin embargo, los compuestos evaluados en el trabajo de Galvan et al.
(2020) son aquellos que comparten una mayor similitud estructural con los
compuestos evaluados en este trabajo, diferenciandose Unicamente por ser
compuestos de dibutilestafio. Interesantemente, contrario al comportamiento que
hemos observado en los compuestos evaluados en este trabajo y los descritos por
Galvan-Chans (2017) y Galvan-Ramirez (2017), los compuestos de dibutilestafio
mostraron que el grupo funcional nitro mejora la actividad antiproliferativa con
respecto al compuesto base, indicando que en aquellos compuestos que contienen
diciclohexil este es el responsable de afectar negativamente la actividad
antiproliferativa de estos compuestos. Por otro lado, comparando los resultados de
los trabajos de Galvan (2017, 2017 y 2020) con la actividad de los compuestos
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evaluados en este trabajo en la linea celular tumoral CaSki, estos compuestos
presentan concentraciones altas de IC50, sin embargo, estas siguen siendo
menores que aquella para el cisplatino (5.66 UM en el presente trabajo) reportada
para la linea celular tumoral CaSki por Laskar et al. (2018), lo que los posiciona
como candidatos mas eficaces para el tratamiento del cancer.

Con respecto a la eliminacion de células tumorales mediante una muerte celular,
distintos autores han descrito el tipo de muerte o mecanismo que explique el
decremento de la poblacion celular. Esta informacion es importante debido a que la
mayoria de los efectos secundarios relacionados a quimioterapéuticos son
causados por una alta actividad necrotica. En diferentes trabajos donde se evalla
la actividad antiproliferativa de compuestos de organoestafio de bases de Schiff
también se reporta que la disminucion en el numero celular es debido a un proceso
de muerte celular apoptética (Gennari et al., 2000; Attanzio et al., 2020; Girasolo et
al., 2017; Hazra et al.,, 2016). También se ha descrito que los compuestos de
organoestafio inducen la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Wang et al., 2022; Yu et al., 2022) y que son afines para tener interaccion con el
ADN (Abbas et al., 2022) (Liu et al., 2017) (Hong et al., 2014) (Yang et al., 2016)
(Yusof et al., 2020). En congruencia con lo citado anteriormente los compuestos 4C,
4E y 4F inducen a las células tumorales a expresar una morfologia con
caracteristicas propias de células apoptoticas, sugiriendo que estos compuestos
inducen a las células tumorales a una muerte apoptotica, lo cual fue confirmado al
detectar células positivas a la caspasa 3 activa en los cultivos tratados con estos
compuestos. De igual manera nuestros resultados mostraron que los compuestos
4C, 4E y 4F no inducen a las células tumorales a liberar la enzima citoplasmatica
lactato deshidrogenasa (LDH) al medio extracelular (sobrenadantes), indicando que
estos compuestos no inducen a las células a morir por un evento necrético, lo cual
resulta relevante ya que los efectos secundarios descritos para los compuestos
quimioterapéuticos en el tratamiento del cancer estan directamente relacionados
con la actividad necroética de éstos, sugiriendo que estos compuestos podrian ser
mejor tolerados por los pacientes.

Tomando todos estos resultados, se puede establecer que los compuestos
pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes tridentados que
contienen piridoxal presentan actividad antiproliferativa en la linea celular de cancer
de cérvix CaSki, con baja actividad necrética e induciendo a estas células a ser
eliminadas por un proceso apoptotico. Las propiedades bioldgicas descritas
anteriormente para estos compuestos permiten que éstos sean considerados
excelentes candidatos para ser estudiados como agentes anticancerigenos con
potencial terapéutico. De igual manera, su relevancia biolégica como un agente
antitumoral requiere en el futuro, evaluar su accién selectiva y antimetastasica, que
le daran a este compuesto una mayor relevancia quimioterapéutica.
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10. Conclusiones

Los compuestos 4C, 4E y 4F generaron una actividad antiproliferativa dosis
dependiente en la linea celular tumoral CaSki, con valores de IC50 de 1.82 uM, 1.95
MMy 1.62 UM respectivamente.

Los compuestos 4C, 4E y 4F a las concentraciones de sus respectivas 1C50, no
inducen a las células tumorales CaSki a una muerte necrotica.

Los compuestos 4C, 4E y 4F inducen muerte apoptoética en las células CaSki con la
participacion de la caspasa 3-activa.
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12. Apéndice
Composicion del RPMI-1640 (Gibco, E.U.A.)

Sales Inorganicas g/L
Nitrato de calcio tetrahidratado- D-Biotina 0.0002
Ca(NO3)2 0.1 Cloruro de Colina 0.003
Sulfato de Magnesio Anhidrido- Acido Falico 0.001
S504Mg 0.4884  Myo-Inositol 0.035
Cloruro de Potasio-KCl 0.4 W o g-ggj—l
Cloruro de Sodio-NaCl 6 Acido p-AMINObENZOICO .
Fostalo de Sodio Dibasico- o ‘(“! : ido D.'F@W 000028
— . Piridoxina®HCI 0.001

Ribofiavina 0.0002
L-Arginina 0.2 Tiamina*HCI 0.001
L-Asparagina 0.05 Vitamina B12 0.000005
L-Acido Aspartico 0.02 K oea ;
L-Cisteina*2HCL 0.0652 Glytation, (reducido) 0.001
L-Acido Glutamico 0.02  Rojo de Fenol*Na 0.0053
Glicina 0.01 Adicion

L-Histidina 0.015 L-Glutamina e
L-Hidroxiprolina 0.02

L-Isoleucina 0.05

L-Leucina 0.05

L-Lisina*HCL 0.04

L-Metionina 0.015

L-Fenilalanina 0.015

L-Prolina 0.02

L-Serina 0.03

L-Treonina 0.02

L-Triptofano, 0.005

L-Irosina*2Na™2H20 0.02883

L-Valina 0.02

Para 1L de medio de cultivo se agrega 10.34 g de medio RPMI-1640 y 2g de
bicarbonato de sodio (NaHCOs; Sigma-Aldrich, USA) que es disuelto en 1L de agua
bidestilada suplementada con 1mg/mL de antibiético Pengesod: bencilpenicilina con
la finalidad de evitar el crecimiento de microorganismos en el medio. El pH fue
ajustado a 7.2 con Acido Clorhidrico (HCI, Sigma-Aldrich, USA) 10N o Hidréxido de
Sodio (NaOH, Sigma-Aldrich, USA) al 1%. Finalmente es esterilizado por la técnica
de filtrado al vacio a través de una membrana (Millipore) y se almacena a 4°C.




Solucion Amortiguadora de Fosfatos (PBS)

Mantiene a la célula en condiciones fisiologicas estables durante periodos cortos.
Los componentes se diluyen en un volumen final de 2L de agua bidestilada.

16.0 g Cloruro de Sodio (NaCl, Sigma-Aldrich, USA)

0.40 g Cloruro de Sodio (KCI, Sigma-Aldrich, USA)

4.32 g Fosfato mono acido de Sodio (NazHPOa, Sigma-Aldrich, USA)
0.40 g Fosfato diacido de Potasio (KH2POa, Sigma-Aldrich, USA)

Estos se diluyen en 100 mL de agua bidestilada, se ajusta pH a 7.2-7.4 utilizando
HCI 8N y se afora finalmente a un volumen final de 2000 mL. Se filtra con filtros de
membrana con diametro de poro de 22 ym y se almacena a 4°C.

Verseno

Necesario para el desprendimiento de las células tumorales adherentes como las
usadas en el presente trabajo. Funciona como agente quelante que secuestra iones
calcio y magnesio de las uniones celulares. Los componentes se diluyen en un
volumen final de 2L.

6.08 g Tris Base ([H2NC(CH20H)s], Sigma-Aldrich, USA)
16.0 g Cloruro de Sodio (NaCl, Sigma-Aldrich, USA)
0.80 g Cloruro de Potasio (KCI, Sigma-Aldrich, USA)
0.80 g EDTA (C10H16N20s, Sigma-Aldrich, USA)

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada, el pH se ajusta a 7.7 con
Acido Clorhidrico 10N y se afora un volumen total de 2000 mL con agua bidestilada.
La solucion se esteriliza en una autoclave a 20 libras de presion durante 20 minutos.

Colorante cristal violeta

Se prepara a 0.1% m/v en una solucion amortiguadora de acido formico 200 mM a
pH 6.0. Se agrega 3.96 g de Hidroxido de Sodio (NaOH; Sigma-Aldrich, USA) y 4.28
mL de &cido formico aforados a 500 mL de agua bidestilada. La solucion
posteriormente se filtra

Desactivacion de suero

Una botella de suero fetal bovino se coloca a bafio de agua a temperatura ambiente
para ser descongelado, posteriormente se pasa a bafio maria 57°C durante 30
minutos. Posteriormente es transvasado a alicuotas de 50 mL para su uso y
manipulacion
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Glutaraldehido (1.1%)

A 1.57 mL de Glutaraldehido (70% v/v) se agrega a 98.43 de agua bidestilada.
Finalmente es almacenado a 4°C

Solucién de Acido Acético (10%)

A 10mL de Acido Acético glacial (J. T. Baker) se le agregaron 90 mL de agua
bidestilada.

Paraformaldehido (2%)

Paraformaldehido al 2% de PBS. Se calent6 la solucién a temperatura no mayor a
60°C
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