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RESUMEN

El cancer es una de las causas principales de muerte en el mundo. En México es la tercera causa de
muerte, después de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes. Sin embargo, la gama de
tratamientos existente no ha logrado subsanar este panorama. Esto se debe principalmente a que el
mecanismo de accion que siguen los tratamientos esta basado en la actividad necrética y baja
selectividad de los compuestos aplicados que afecta a las células normales. Por este motivo,
continua la busqueda de tratamientos alternativos, que sean selectivos y que tengan un mecanismo
de accion menos agresivo, como la induccion de apoptosis.

A este respecto, resulta interesante como algunos compuestos organometalicos de estafio presentan
actividad anticancerigena en células tumorales, sin inducir necrosis. La funcion citotoxica del
estafio depende principalmente del tipo de ligandos a los que se encuentra unido. Un ligando
frecuentemente utilizado son las bases de Schiff, ya que genera complejos muy estables con iones
metalicos que desencadenan la apoptosis. El piridoxal es una molécula que se une al atomo de
estafio mediante la formacidn de bases de Schiff. Los sistemas no enzimaticos que se forman por
la unidn de iones metalicos y piridoxal, a través de la formacion de complejos de base de Schiff
pueden catalizar reacciones enzimaticas que involucran a la vitamina B6 como cofactor. Debido al
efecto de la coordinacién estafio-base de Schiff-piridoxal sobre la actividad citotdxica se decidio
evaluar la eficacia in vitro de una serie novedosa de 4 compuestos pentacoordinados de diciclohexil
estafio (V) derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal (2A, 2B, 2C y 2F). En el
presente trabajo se evalu6 el efecto antiproliferativo, necrético, apoptético y selectivo de los 4
compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (1) derivados de ligantes tridentados que
contienen piridoxal (2A, 2B, 2C y 2F) en cultivos de lineas tumorales MDA-MB-231, MCF-7,
4T1y JC, asi como en cultivos de células no tumorales (células linfociticas humanas).

Los resultados establecen que el potencial proliferativo de las lineas celulares tumorales es afectado
de manera dependiente de la concentracion. Asimismo, la nula o baja actividad registrada de la
enzima lactato deshidrogenasa en los sobrenadantes provenientes de los cultivos celulares tratados
con los compuestos, indican que el efecto antiproliferativo no es debido a una muerte necrética. La
observacion de caracteristicas morfoldgicas propias de células apoptoticas determinadas por
microscopia de campo claro y la inmunodeteccion de la caspasa 3 activa por fluorescencia,
revelaron que estos compuestos promueven un efecto apoptético sobre la poblacién de las células
tumorales. Ademas, los cuatro compuestos no afectaron el potencial proliferativo de las células no
tumorales, sugiriendo que estos compuestos podrian ejercer una accion selectiva.

En conclusion, los resultados obtenidos demostraron que los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F
presentan actividad antiproliferativa e inductora de muerte celular apoptotica en cultivos de las
lineas celulares tumorales MDA-MB-231, MCF-7, 4T1 y JC, sin presentar una actividad necrética
significativa y sin afectar el potencial proliferativo de células linfociticas no tumorales.
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ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death in the world. In Mexico it is the third leading cause
of death, after cardiovascular diseases and diabetes. However, the existing range of treatments
has not been able to remedy this situation. This is mainly due to the fact that the mechanism of
action followed by the treatments is based on necrotic activity and low selectivity of the applied
compounds that affect normal cells. For this reason, the search continues for alternative
treatments that are selective and have a less aggressive mechanism of action, such as the
induction of apoptosis.

In this regard, it is interesting to note that some organometallic tin compounds show anticancer
activity in tumor cells, without inducing necrosis. The cytotoxic function of tin depends mainly
on the type of ligands to which it is bound. A frequently used ligand is Schiff bases, as it
generates very stable complexes with metal ions that trigger apoptosis. Pyridoxal is a molecule
that binds to the tin atom through the formation of Schiff bases. Non-enzymatic systems formed
by the binding of metal ions and pyridoxal through the formation of Schiff base complexes can
catalyze enzymatic reactions involving vitamin B6 as a cofactor. Due to the effect of Schiff-
pyridoxal tin-base coordination on cytotoxic activity, it was decided to evaluate the in vitro
efficacy of a novel series of 4 pentacoordinate dicyclohexyl tin (IV) compounds derived from
tridentate pyridoxal-containing ligands (2A, 2B, 2C and 2F). In the present work, the
antiproliferative, necrotic, apoptotic and selective effect of the 4 pentacoordinate dicyclohexyl tin
(V) compounds derived from tridentate pyridoxal-containing ligands (2A, 2B, 2C and 2F) was
evaluated in cultures of MDA-MB-231, MCF-7, 4T1 and JC tumor lines, as well as in cultures of
non-tumor cells (human lymphocytic cells).

The results establish that the proliferative potential of tumor cell lines is affected in a
concentration-dependent manner. Likewise, the null or low activity of the enzyme lactate
dehydrogenase in the supernatants from the cell cultures treated with the compounds indicates
that the antiproliferative effect is not due to necrotic death. The observation of morphological
characteristics of apoptotic cells determined by brightfield microscopy and the immunodetection
of active caspase 3 by fluorescence revealed that these compounds promote an apoptotic effect on
the tumor cell population. Furthermore, the four compounds did not affect the proliferative
potential of non-tumor cells, suggesting that these compounds might exert a selective action.

In conclusion, the results obtained showed that compounds 2A, 2B, 2C and 2F present
antiproliferative and apoptotic cell death-inducing activity in cultures of the tumor cell lines
MDA-MB-231, MCF-7, 4T1 and JC, without presenting significant necrotic activity and without
affecting the proliferative potential of non-tumor lymphocytic cells.

Monica Isabel Luna Cabafias, 2023, Biologia, UNAM
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INTRODUCCION
Célula

El término célula define la unidad morfolégica y funcional de todo ser vivo. Morfol6gicamente
podemos distinguir dos tipos de células: eucariotas y procariotas. Las células eucariotas poseen
organulos cubiertos por al menos una membrana como el nucleo, mientras que las células
procariotas no. Todos los organismos estan formados por una o varias células. Los organismos
formados por una unica célula se denominan unicelulares, por ejemplo: las bacterias. Los
organismos formados por dos o més células se llaman multicelulares, por ejemplo: un humano
(formado por hasta 100 billones de celulas) (Alberts, 2011).

La invencion del microscopio en 1590 hizo posible la observacion de una célula por primera vez
en 1665 por Robert Hooke, quien realizd6 una descripcion en su libro “Micrographia”.
Posteriormente, en 1838 Theodor Schwann y Matthias Jakob Schleiden propusieron por primera
vez la teoria celular, teoria segun la cual las células se consideran las unidades basicas de todos los
tejidos vivos. Schleiden sugirié que cada parte estructural de una planta estaba formada por células
o0 el resultado de células. También sugirié que las células se fabricaban mediante un proceso de
cristalizacion dentro de otras células o desde el exterior. Theodor Schwann afirma que, junto con
las plantas, los animales estan compuestos por células o el producto de células en sus estructuras.
Este fue un gran avance en el campo de la biologia, ya que hasta este momento se sabia poco sobre
la estructura animal en comparacion con las plantas. A partir de estas conclusiones sobre plantas y
animales, se postularon dos de los tres principios de la teoria celular.

1. Todos los organismos vivos estan compuestos por una o mas células.

2. La célula es la unidad bésica de la vida.

Finalmente en 1855, Rudolf Virchow afiadio el tercer principio a la teoria celular.
3. “Omnis cellula e cellula”, todas las células surgen s6lo de células preexistentes.

Ahora sabemos que tanto los paramecios como los organismos superiores estan formados por una
0 mas células, almacenan y transportan la energia, duplican su material genético y utilizan la
informacion que ese material contiene para sintetizar proteinas siempre de la misma forma. Todos
estos procesos, que estan presentes en todas las células, son los que forman la maquinaria de la
vida.

El nimero de células en los diferentes tejidos esta determinado por un balance homeostéatico entre
la proliferacion de células nuevas y la muerte de células agotadas, dafiadas o seniles (Elena, 2002).

Monica Isabel Luna Cabafias, 2023, Biologia, UNAM
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Proliferacion

La teoria celular establece que las células s6lo pueden surgir de la division de una célula
preexistente, por lo tanto, la vida de una célula comienza cuando la division de una célula madre
le da origen y concluye con la formacion de sus células hijas o con su muerte. El intervalo entre
cada division celular es definido como ciclo celular (Karp, 2004).

Cada ciclo celular consiste en cuatro fases ordenadas y estrictamente reguladas, denominadas G1
(brecha o gap 1), S (sintesis de ADN), G2 (brecha o gap 2) y M (mitosis/meiosis). Dado su papel
central en el mantenimiento de la homeostasis tisular y la regulacion de los procesos de crecimiento
fisioldgico, como la regeneracion y la reparacion, el ciclo celular esta estrechamente regulado por
estimuladores e inhibidores (Kumar, 2013).

A nivel intracelular el control esta a cargo de proteinas denominadas ciclinas, llamadas asi por su
naturaleza ciclica de produccion y degradacion, y por enzimas asociadas, las cinasas dependientes
de ciclina (CDK). Estas Gltimas adquieren actividad catalitica al unirse a las ciclinas formando
complejos. Los complejos CDK-ciclina producen la fosforilacion de proteinas diana que son
fundamentales para dirigir el transito de la célula a través del ciclo celular. Al terminar esta tarea,
las concentraciones de ciclina disminuyen con rapidez. Ademas de la sintesis y degradacion de las
ciclinas, en la regulacion de los complejos ciclina-CDK también interviene su union a los
inhibidores de CDK, los cuales se activan en presencia de agentes que dafian el ADN, o0 en ausencia
de factores que inducen el crecimiento, las tres principales son p21, p27 y p16 (Meza-Junco, 2006).

A nivel extracelular, una célula puede entrar al ciclo celular cuando recibe sefiales adecuadas
(mitdgenos) ya sea del medio extracelular o de otras células. Los mitdgenos son proteinas que
estimulan la division celular, contrarrestando los mecanismos intracelulares de freno (Rb) que
bloquean la progresion del ciclo. Estas proteinas, acttan en la fase G1 para permitir la entrada de
la célula a la fase S, por ejemplo, los factores de crecimiento que actian durante el desarrollo
embrionario y la curacion de heridas (Angulo, 2012).

Segun la capacidad proliferativa de sus células, los tejidos se dividen en labiles, estables y
permanentes. Las células que forman tejidos labiles se pierden continuamente y son sustituidas por
maduracion de las células madre y proliferacion de células maduras, entre las células labiles
destacan las hematopoyéticas medulares y la mayor parte de los epitelios de superficie. Las células
pertenecientes a tejidos estables estan en reposo y, en estado normal, su actividad de replicacion es
minima, algunos ejemplos son, las células endoteliales, los fibroblastos, las células musculares lisas
y las células que constituyen el parénquima de la mayor parte de los tejidos solidos, como el higado,
los rifiones o el pancreas, con la excepcién del higado, los tejidos estables tienen una capacidad
limitada de regeneracion tras una lesion. Las células de los tejidos permanentes se consideran
diferenciadas de forma terminal y no proliferativas en la vida posnatal. La mayor parte de las
neuronas y de los miocardiocitos pertenecen a esta categoria. Salvo los tejidos constituidos
principalmente por células permanentes sin capacidad de dividirse (p. ej., musculo cardiaco,
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nervios), la mayor parte de los tejidos maduros contienen porcentajes variables de los tres tipos
celulares: células en division continuda, células quiescentes que pueden volver a entrar en el ciclo
celular y células que han perdido su capacidad de replicacion. Por lo tanto, el tamafio normal de
las poblaciones celulares viene determinado por el equilibrio entre la proliferacion celular, la
muerte celular por apoptosis y la aparicion de células recién diferenciadas a partir de las células
madre (Kumar, 2013).

Muerte celular

De acuerdo con el Comité de Nomenclatura de Muerte Celular el término “muerte celular” se
define como la degeneracion irreversible de las funciones celulares vitales que culmina en la
pérdida de la integridad celular. Este proceso altamente diverso puede activarse a través de distintas
cascadas bioquimicas y puede manifestarse con diferentes caracteristicas morfoldgicas (Galluzzi,
2018).

Existen diversos tipos de muerte celular y diversos criterios para clasificarlos. Para definir con
precision alguna modalidad de muerte celular se utilizan actualmente bases genéticas, bioquimicas,
farmacoldgicas, morfoldgicas y funcionales.

Aplicando esta Ultima, podemos distinguir claramente dos categorias, la primera se conoce como
muerte celular accidental (ACD), debido a que es un proceso practicamente instantaneo e
incontrolable causado por exposicion a agresiones fisicas, quimicas o mecanicas. Por otro lado, se
encuentra la muerte celular programada, que contrario a la ACD, depende de sefiales o actividades
codificadas genéticamente que inician uno o mas de los maltiples médulos de transduccion de
sefiales altamente interconectados que precipitan la muerte celular regulada (Galluzzi, 2018).

Generalmente se alude a tres formas principales de muerte celular, apoptosis, muerte celular
autofagica y necrosis, y se enumeran muchas formas menores basadas en la morfologia y lo que se
conoce del mecanismo (Galluzzi, 2018).

Apoptosis

De todas las modalidades de muerte descritas, la apoptosis es la mejor comprendida y la mas
estudiada. La palabra "apoptosis” deriva del griego y significa "desprenderse” o "caer", como las
hojas de un arbol en otofio. La apoptosis forma parte integral del desarrollo normal tisular y el
mantenimiento de la homeostasis, eliminando las células redundantes durante la embriogénesis y
en los adultos se utiliza para deshacerse de las células que han sido dafiadas irreversiblemente.
Entre los estimulos que activan este tipo de muerte estan: el estrés oxidativo, la radiacion, la
ausencia de factores de crecimiento y la exposicion al factor transformador del crecimiento B, el
sistema Fas/Ligando Fas o el factor de necrosis tumoral (Kroemer, 2005).
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La apoptosis resulta de la activacion de una o mas vias de transduccion de sefiales y se caracteriza
morfologicamente por un aumento brusco de la densidad intracelular, debido a que el reticulo
endoplasmico se dilata; el incremento moderado, pero sostenido, de la concentracion de calcio libre
citoplasmatica; cambios en la composicion de la membrana celular, como la translocacion de
grupos glicanos a la superficie celular que van a actuar como sefial de reconocimiento, permitiendo
la uniéon de fagocitos; una alteracién en la conformacion de elementos del citoesqueleto,
produciendo una deformacién, resultado de la actividad de las proteasas, modificAndose el
transporte intracelular retrogrado de factores de crecimiento y de proteinas; el aumento y activacion
de la sintesis de determinadas proteinas necesarias en las rutas metabdlicas de los procesos de
muerte celular y finalmente, la condensacion y fragmentacion de la cromatina, por accion de
endonucleasas enddgenas, en fragmentos regulares denominados oligonucleosomas (Jordéan,
2003).

La forma en que una célula moribunda alcanza este punto de ejecucion en la apoptosis puede
lograrse a traves de dos mecanismos interconectados: la via intrinseca (mitocondrial) y extrinseca.
Ambas vias convergen en la activacion de una familia de enzimas perteneciente al grupo de las
cistein-proteasas, Ilamadas caspasas. Las caspasas que desencadenan la muerte celular apoptética
se pueden dividir en dos grupos segun su estructura y los aspectos temporales de su activacion. Las
caspasas iniciadoras (caspasa-2, -8, -9 y -10) son las principales responsables de iniciar la cascada
de activacion, poseen largos dominios, circulan inactivas en forma de mondmeros y para su
activacion es necesaria su dimerizacion. Los dimeros se forman debido a su reclutamiento a través
de la unién de sus prodominios al adaptador FADD. En contraste, las caspasas efectoras (caspasa-
3, -6 y -7) son responsables del desmantelamiento real de la célula mediante la division de sustratos
celulares, contienen solo un pequefio prodominio, circulan inactivas en forma de dimeros y tan solo
es necesaria la escision por parte de una caspasa iniciadora para su activacion. Tras la activacion,
las caspasas iniciadoras propagan las sefiales de muerte al activar las caspasas efectoras corriente
abajo en forma de cascada. Las caspasas efectoras activadas escinden selectivamente un conjunto
restringido de proteinas diana (proteinas del citoesqueleto, proteinas estructurales, nucleares y
enzimas, y algunos controladores de activacion de caspasa) para producir las caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas asociadas con la apoptosis. Sin embargo, la apoptosis puede ser letal
sin activacién de caspasas, Yy la activacion de caspasas no necesariamente causa la muerte celular
(Fink, 2005; Galluzzi, 2007).

Muchas proteinas antiapoptéticas, como BCL-2, BCL-XL, MCLL1 o las proteinas IAP, se sobre
expresan en tumores humanos. Ademas, estudios preclinicos en células de cancer de colon humano
cultivadas mostraron que la caspasa 8 también se puede degradar activamente en las celulas
tumorales. Los niveles bajos de expresion de caspasa 8 en células no malignas dan como resultado
una toxicidad reducida de ligandos y receptores de muerte. Otros componentes de la apoptosis
también se encuentran desregulados en tumores humanos, como la pérdida de la funcion supresora
de tumores TP53, el aumento de expresidn de sefiales de supervivencia (1gf1/2) y la regulacion a
la baja de los factores proapoptéticos (Bax, Bim, Puma). Una poderosa estrategia contra el cancer
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ha sido el desarrollo de terapias que promuevan la eliminacion eficaz de las células cancerosas por
apoptosis, porque las células tumorales muertas pueden contribuir a las respuestas clinicas, pero
no a la recidiva tumoral (Carneiro, 2020).

Necrosis

El término necrosis proviene del vocablo griego nekrdés, y significa muerte o cadaver. Se define
como un mecanismo que comprende una serie de eventos que conducen a la ruptura de la
membrana citoplasmatica y la consecuente liberacion del contenido intracelular lo que desencadena
una reaccion inflamatoria (McCall, 2010).

La necrosis es estimulada por una serie de factores externos, como toxinas, hipoxia severa, agresion
masiva y cualquier otra condicién que genere caida de ATP, ya que se considera la supresién o el
agotamiento subito de esta molécula, el fendmeno critico inicial.

Se ha considerado una division en las rutinas de muerte celular entre aquellas que acontecen a
través de una secuencia controlada, y las que no lo hacen. Dentro de los tipos de muerte celular
accidental o no controlada se incluye la necrosis. Sin embargo, estudios recientes en diversos
organismos muestran que la necrosis sigue una serie constante de eventos celulares y moleculares,
que incluyen: hinchazon de organulos, aumento de especies reactivas de oxigeno y calcio
citoplasmico, disminucion de ATP, activacion de proteasas de calpaina y catepsina, y finalmente
la ruptura de organulos y de la membrana citoplasmatica (McCall, 2010).

Independientemente de si el proceso es 0 no regulado, la necrosis culmina con la pérdida de
integridad de la membrana celular, y la subsecuente liberacion del contenido del citoplasma al
espacio extracelular, lo que produce la atraccion de células inmunes en el area, y activa el proceso
de inflamacion en el cual los restos celulares son eliminados por fagocitosis. Especificamente las
celulas necrdticas liberan acido Urico que induce IL-1p y proteinas de choque térmico como Hsp70
y Hsp90. Hay sefiales por receptores de tipo Toll que reconocen lipidos y acidos nucleicos
modificados. Las células necrdticas también pueden activar el factor nuclear kB (NF-kB) en
fagocitos mononucleares, neutréfilos y células dendriticas y estimular la produccion de IL-6, IL8
y TNF-a. Las proteinas de choque térmico pueden inducir tanto la expresion de genes involucrados
en la inflamacién como la de genes reparadores de tejido como el factor de crecimiento endotelial
vascular (Ramirez, 2010).

En las regiones internas de los tumores encontramos que el suministro de nutrientes y oxigeno es
limitado, como las células cancerosas son resistentes a la apoptosis, la necrosis se va a convertir en
la principal via de muerte celular en estas regiones (Karsch-Bluman, 2020).

También sabemos que algunos tipos de tratamiento como la quimioterapia o terapia
antiangiogénica promueven la muerte tumoral por necrosis. La necrosis desencadena una respuesta
inflamatoria. La inflamacion puede contribuir a maltiples capacidades distintivas mediante el

Monica Isabel Luna Cabafias, 2023, Biologia, UNAM

Pégina7



suministro de moléculas bioactivas al microambiente tumoral, incluidos los factores de crecimiento
que sustentan la sefializacion proliferativa, los factores de supervivencia que limitan la muerte
celular, los factores proangiogénicos, las enzimas modificadoras de la matriz extracelular que
facilitan la angiogénesis, la invasion y la metastasis, y la induccion de sefiales que conducen a la
activacion de EMT (transicion epitelio-mesénquima) y otros programas facilitadores distintivos
(Hanahan, 2000). Ademas, las células inflamatorias como neutréfilos o macrofagos pueden liberar
sustancias quimicas, en particular especies reactivas de oxigeno, que son activamente mutagénicas
para las células cancerosas cercanas, lo que acelera su evolucion genética hacia estados de mayor
malignidad (Grivennikov, 2010). Por lo tanto, la necrosis no es el tipo de muerte ideal para la
eliminacién de células tumorales en estos tratamientos. Sin embargo, la muerte celular necrética
ha presentado gran relevancia en la busqueda de compuestos con actividad antitumoral y de igual
manera ha generado la necesidad de crear técnicas o herramientas que permitan evaluar este tipo
de muerte. Actualmente, basado en que una célula necrética pierde la integridad de su membrana
plasmatica provocando la liberacién del contenido citoplasmatico, en el cual se encuentran una
gran cantidad de enzimas citoplasmaticas, hoy es bien aceptada evaluar la actividad necroética
mediante la cuantificacion de la actividad de la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa
(LDH) en los sobrenadantes de cultivos celulares o en la sangre de organismos (Karsch-Bluman,
2020).

Cancer

El término “cancer” es genérico y designa un amplio grupo de enfermedades en las que ocurre una
proliferacion continua de células anormales con capacidad de invasion y destruccion de otros
tejidos (Gandur, 2004). EI crecimiento tumoral no solo depende del aumento en la proliferacién
celular sino también de la tasa de muerte celular. Las células tumorales desarrollan mecanismos
que les permiten evadir uno de los principales mecanismos de muerte celular programada, la
apoptosis (Hanahan, 2000; Sanchez, 2013).

La sensibilizacion de una célula a ser transformada puede ser causada por agentes exdgenos 0
enddgenos. Los agentes exdgenos se clasifican en bioldgicos, fisicos y quimicos. Los bioldgicos
hacen referencia a organismos tales como los virus, que a través de proteinas viricas inducen la
transformacion oncogénica, o a mecanismos como la herencia, especificamente la transferencia de
mutaciones en ciertos genes (Gandur, 2004). Algunos agentes fisicos son la luz ultravioleta que
induce dimeros de pirimidina y la radiacion ionizante que produce una gran variedad de dafios
sobre las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos. Finalmente, dentro de los agentes quimicos
mutagénicos encontramos algunos agentes alquilantes del DNA como las Nitrosaminas
provenientes del humo del tabaco (Kindt, 2007; Tsao, 2021).

Existen diferentes tipos de cancer, estos se clasifican dependiendo del tejido donde se origine.
Segun el ultimo informe publicado por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
en 2020, el cancer de mama es la neoplasia mas incidente en la poblacion femenina con 2,26
millones de nuevos casos. El cancer de mama es una enfermedad en la que se desarrollan células

Monica Isabel Luna Cabafias, 2023, Biologia, UNAM

Pégina8



malignas en los tejidos de la mama. La glandula mamaria se compone de Iébulos y lobulillos
conectados mediante conductos, y esta enfermedad afecta a una, o ambas, de las estructuras
mencionadas. Aproximadamente el 80% de los carcinomas son ductales, y el resto, lobulillares.
Entre las mujeres, el cancer de mama es la causa mas comun de muerte relacionada con el cancer
en todo el mundo, y las tasas de letalidad son mas altas en los paises de bajos recursos. Esta gran
diferencia entre paises con mas y menos recursos econoémicos refleja, por un lado, la influencia que
el estilo de vida y, posiblemente también, el sesgo que los diferentes métodos de deteccion y
registro pueden inducir en datos de incidencia. Ademas, de acuerdo con las ultimas estimaciones
estadisticas de GLOBOCAN 2018 el céncer de mama es la neoplasia més probable para la
poblacion femenina mundial actual, registrdndose més de 2 088 849 nuevos casos cada afio.

En México, el numero de fallecimientos por esta causa se ha duplicado en los Gltimos 18 afios, en
el afio 2000 eran 3026 las muertes anuales por cancer de mama, y en 2018 fueron 6869, un aumento
del 100% en poco mas de una década (Brandan, 2006).

Como ocurre en otros tipos de cancer, en el de mama existen factores que pueden favorecer el
desarrollo de esta neoplasia (Aguilar, 2012). Algunos de los méas importantes estan relacionados
con el estado hormonal, y la evidencia disponible indica que el periodo de exposicion a estrégenos
es un factor critico de la carcinogénesis en mama. Por lo tanto, la ingesta de hormonas, el uso de
anticonceptivos, el tiempo de uso, la edad a la que se inicid la ingesta, la dosis y el tipo de hormonas
empleadas afectan su efecto como factores de riesgo. Ademéas, una menarca temprana y
menopausia tardia se asocian a periodos prolongados de exposicion a estrégenos, por lo tanto,
cuantos mas ciclos menstruales tiene la mujer en su vida, mayor es el riesgo. También, la
nuliparidad y los embarazos en edad avanzada aumentan el riesgo de desarrollar cancer de mama.

Ademas de la exposicion prolongada a diferentes hormonas, existen algunos factores de riesgo
genéticos, entre ellos se encuentran las mutaciones genéticas BRCAL1 y BRCA2, se trata de
polimorfismos genéticos asociados a la sintesis de estrégenos y su metabolismo (Narod, 2011).
Ademas, las mujeres con antecedentes de hiperplasia epitelial atipica, patologia benigna
proliferativa, tienen 4-5 veces mas riesgo de desarrollar cancer mamario que las mujeres que no
muestran cambios proliferativos en su mama. Si la mujer tiene antecedentes familiares de cancer
de mama en primera linea, asociados a cambios proliferativos en ella misma, su riesgo se
incrementa nueve veces. Sin embargo, el riesgo mas importante para sufrir cAncer de mama es ser
mujer, la relacion de cancer de mama entre mujeres y hombres es aproximadamente de 100a 1. A
esto hay que afadir, que la incidencia de cancer de mama se incrementa con la edad, replicandose
aproximadamente cada 10 afios hasta la menopausia, etapa en que el ritmo de crecimiento
disminuye. En el 46% de las mujeres mexicanas afectadas por el cancer de mama este se presenta
antes de los 50 afos y el grupo de edad mas afectado es el de 40-49 afos. Por otro lado, existen
comportamientos de salud que pueden reducir el riesgo de presentar cancer de mama, estos
incluyen la lactancia prolongada, actividad fisica regular, control de peso, evitar el consumo
excesivo de alcohol, evitar el uso prolongado de la terapia hormonal exdgena y evitar la exposicion
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excesiva a la radiacion. Es probable que estos comportamientos, aunque no hayan sido probados
en ensayos clinicos para reducir el riesgo, sean beneficiosos (Brandan, 2006).

El tratamiento es multimodal (cirugia, quimioterapia, hormonoterapia, terapia biologica y
radioterapia), el uso de cada una depende de la etapa clinica en la que se encuentre la paciente. La
cirugia es la principal modalidad de tratamiento local del cancer mamario, existen diversos
procedimientos quirurgicos, considerandose la mastectomia radical modificada (MRM) el
tratamiento estandar, sin embargo, si el cancer de mama se detecta en una etapa clinica temprana,
se puede ofrecer un tratamiento conservador (Tumorectomia), en el que la paciente puede incluso
conservar su seno sin comprometer el tratamiento oncoldgico radical. Dependiendo del tamafio
tumoral, el nimero de ganglios linfaticos con metastasis y de otros factores clinicos y patoldgicos
se ofrecera tratamiento con radioterapia, hormonoterapia y/o quimioterapia adyuvante (Martinez,
2007).

Disefio racional de farmacos organometalicos

El cancer sigue siendo una patologia problematica dificil de tratar debido a sus caracteristicas de
agresion y capacidad de metéastasis, al mismo tiempo que los farmacos disponibles presentan
desventajas como aparicion de resistencia y efectos secundarios severos. Por todo esto es imperante
continuar con la busqueda de un tratamiento con una excelente actividad antitumoral y que no
presente estas desventajas (Giorgi, 2022).

Entre los posibles candidatos se encuentran los metalofarmacos. Estos medicamentos tienen un
complejo metélico como ingrediente activo, o bien, operan con biometales nativos o biomoléculas
que cambian las rutas de trafico de metales de una manera que afecta procesos celulares como la
replicacion y el metabolismo del Fe. Estos complejos de metales se han estudiado profundamente
para diferentes aplicaciones, como catélisis, antimicrobianos y antitumorales. Cabe resaltar que el
mecanismo de muerte celular méas tipico de los metalofarmacos antitumorales es la apoptosis
(Gémez-Ruiz, 2010; Kumar, 2023).

Entre las muchas funciones que realizan los metales en el cuerpo se encuentran las de
transportadores de oxigeno, reguladores metabolicos, metaloenzimas y soporte estructural para
numerosas proteinas. De hecho, los complejos que contienen metales estan dotados de una
impresionante diversidad quimica y versatilidad, segun el metal elegido, su estado de oxidacion, el
namero Yy tipo de ligandos de coordinacion y propiedades magnéticas y/u dpticas especificas. En
comparacion con un sustrato organico, los variados modos de coordinaciéon de los compuestos
metalicos proporcionan un entorno rico para construir varias estructuras moleculares Unicas
(Kumar, 2023).

La propension de los metales a perder facilmente electrones y producir iones cargados
positivamente que interactian con moléculas biologicas es una caracteristica crucial. Ademas, los
ligandos que llevan en un andamio centrado en metal juegan un papel importante en el ajuste de
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las propiedades de eficacia y toxicidad correspondientes de la terapia contra el cancer. La
modificacion de los ligandos beneficia la regulacion de la hidrofilicidad/hidrofobicidad
sustitucional asociada, la inercia/reactividad de oxidacion y la biocompatibilidad
sistematica/objetivo de acuerdo con los requisitos de tratamiento especificos y las condiciones de
aplicacion. Por ejemplo, la modificacion adicional de los ligandos auxiliares ajusta la
hidrofobicidad y la estabilidad de los farmacos conjugados con platino (IV) para mantener las
estructuras intactas antes de llegar a las células cancerosas, con solo una reaccion redox selectiva
en los sitios objetivo, lo que reduce la toxicidad indeseable para las células/tejidos sanos cercanos
(Ma, 2019).

Al desarrollar nuevos compuestos farmacéuticos, estas caracteristicas se convierten en una prueba
atractiva sobre los compuestos organicos tradicionales, lo que permite la bioactividad a través de
modos de accidn alternativos (Kumar, 2023).

Inspirandose en las prometedoras propiedades anticancerigenas de algunos complejos metalicos
conocidos, como la auranofina, el cisplatino y el NAMI, se han desarrollado nuevas estrategias
para mejorar las caracteristicas de los complejos existentes y superar los problemas que conllevan.
Ademas, la sustitucion de centros metalicos alternativos, como rutenio (1), oro (I11), paladio (I1),
iridio (111), rodio (111), hierro (111), osmio (IV), cobalto (II) , y estafio (Il), ofrece opciones
prometedoras para aliviar la resistencia al cisplatino y lograr diversas actividades anticancerigenas
con efectos secundarios reducidos (Giorgi, 2022; Ma, 2019).

Agentes quimioterapéuticos de estafio (IV)

El estafio es actualmente considerado como un oligoelemento con funciones esenciales
sospechadas, debido a que los estudios sobre sus efectos en humanos son escasos y con resultados
contrapuestos (Ramirez-Hernandez, 2015). Sin embargo, se ha demostrado que los compuestos de
organoestafio (IV) pueden tener aplicaciones como agentes antitumorales, antiinflamatorios,
antifungicos o antimicrobianos. El término organometalico hace referencia a una molécula que
contiene un atomo metalico enlazado a uno de carbono, por lo tanto, los derivados de organoestafio
(IV) se forman mediante la union de estafio y carbono. Respecto a la actividad antitumoral los
compuestos organoestanicos pueden ser los metalofarmacos mas prometedores, ya que, se ha
demostrado que tienen efectos anticancerigenos sustanciales y en algunos casos, muestran mejores
efectos que el cisplatino tales como efectos toxicos bajos, mayor actividad antiproliferativa,
mejores propiedades de excrecion y menos efectos secundarios, incluso cuando se usan en
concentraciones bajas (Syed, 2021). La caracteristica mas importante de los compuestos
organoestanicos es que las células no desarrollan resistencia contra ellos y pueden mostrar una
menor toxicidad en comparacion con los andlogos de cisplatino. Ademas de las ventajas de la alta
actividad, en comparacion con el compuesto de platino, los complejos de estafio son mucho mas
baratos (Sirajuddin, 2016).
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Dado que los compuestos organoestanicos exhiben una actividad antiproliferativa in vitro
significativa, y sus pruebas in vivo son alentadoras, se ha trabajado en dilucidar la relacion
estructura-actividad y se ha demostrado que todos los compuestos activos se caracterizan por:

l. disponibilidad de posiciones de coordinacion en Sn
Il. enlaces ligando-Sn relativamente estables
I lenta descomposicidn hidrolitica.

Otros estudios muestran que los compuestos organoestanicos inhiben las macromoléculas celulares
(ADN o proteinas) y el metabolismo energético en las mitocondrias, mientras interacttan con las
membranas celulares aumentando la concentracion de Ca 2+ en el citoplasma y finalmente causan
la muerte celular por apoptosis (Banti, 2019). Especificamente estos organoestafio (IV) interfieren
en las vias de sefalizacion redox de las células o en la disfuncién de la permeabilidad de la
membrana de las mitocondrias por acumulacion de ROS, la activacion de la via de apoptosis de la
caspasa Y la interaccion con el ADN. Algunos investigadores también han propuesto que los
compuestos de organoestafio inducen la muerte celular apoptotica al unirse posteriormente al ADN
en los grupos fosfato externos (Syed, 2021).

Debido a lo anterior, el Instituto Nacional del Céncer ha probado méas de 2000 candidatos
farmacoldgicos basados en estafio. Incluso algunos de ellos han logrado avanzar a la etapa clinica
como la rostaporfina, una purpurina sintética con actividad fotosensibilizante. La rostaporfina se
acumula preferentemente en las células tumorales debido a una mayor tasa de metabolismo. Tras
la exposicién a una fuente de luz, este agente absorbe la luz, formando un estado conformacional
extendido de alta energia que produce altos rendimientos cuéanticos de oxigeno singulete con
efectos citotoxicos locales. Los ensayos clinicos de fase I/11 para el tratamiento del cAncer de mama
metastasico y el sarcoma de Kaposi mostraron un fuerte efecto terapéutico (Karges, 2022).

El uso del estafio como nucleo promete una nueva generacién de medicamentos con mayor
selectividad, menores efectos secundarios, mayor potencia y la superacion del mecanismo de
resistencia (Giorgi, 2022).

Compuestos de organoestafio (IV) derivados de ligantes fisiolégicamente activos

Los ligandos unidos al organoestafio (V) no solo desempefian un papel crucial en la induccién de
la citotoxicidad, sino que también participan en el transporte y la direccion de la molécula hacia el
objetivo, al tiempo que evitan cambios no deseados dentro de las biomoléculas (Syed, 2021).
Debido a esto, una estrategia que se utiliza al disefiar un nuevo farmaco es la combinacion de
diferentes actividades en un solo compuesto, ya que esto deberia reducir la concentracion necesaria
para el enfoque terapéutico, y a su vez deberia disminuir los efectos secundarios producidos por
una gran cantidad de compuesto necesario para tener una respuesta positiva a la terapia (Jaaks,
2022).
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Otro enfoque atractivo consiste en estrategias de orientacion, que ha demostrado tener muchas
ventajas y posibles aplicaciones interesantes. Los agentes anticancerigenos dirigidos se disefian de
acuerdo con una estrategia que pretende dirigirlos hacia biomarcadores especificos del cancer o
dianas biologicas que se sobreexpresan en las células cancerosas. Asi, el reclutamiento preferencial
del farmaco en las células tumorales da como resultado una accién citotoxica selectiva que dafia
mas a las células tumorales que a las sanas (Giorgi, 2022).

Finalmente, se suelen utilizar también andamios de productos naturales. La conjugacion de
andamios de productos naturales con complejos metalicos sirve como una estrategia atractiva para
reducir los efectos secundarios graves de los medicamentos que contienen metales. Los productos
naturales poseen beneficios inherentes como andamios medicinales, incluida una abundante
diversidad estructural, bioactividad intrinseca y excelente biocompatibilidad. La union de
fracciones de productos naturales a complejos centrados en metales puede conferir selectividad
para los sitios diana intercelulares/intracelulares y también superar los mecanismos tipicos de
resistencia a los medicamentos exhibidos por las células cancerosas contra los medicamentos a
base de platino. Ademas, el ajuste fino de los centros metalicos o de los productos naturales
conjugados permite la optimizacion de las caracteristicas farmacoldgicas, incluida la potencia
bioldgica mejorada y la reduccion de los efectos secundarios, segun el mecanismo de accion del
complejo de metal conjugado del producto natural (Ma, 2019).

Complejos de organoestano derivados de vitaminas del complejo B

La vitamina B6 es una coenzima involucrada en méas de 150 reacciones bioquimicas. Comprende
un grupo de seis compuestos quimicos solubles en agua; la piridoxina (PN), la piridoxamina (PM),

el piridoxal (PL), y sus derivados fosforilados (piridoxina 5'-fosfato (PNP), piridoxamina 5’-fosfato
(PMP) y piridoxal 5'-fosfato (PLP)) (Figura 1) (Ueland, 2015).

Estudios recientes revelaron que la vitamina B6 afecta las respuestas inmunitarias y disminuye el
crecimiento tumoral in vivo. Ademas, estudios in vitro han aportado pruebas sobre el efecto
antiangiogénico de la vitamina B6 y como el aumento de la vitamina B6 en la dieta mejora la
funcién inmunitaria. Sin embargo, niveles inadecuados de vitamina B6 pueden ser un factor de
riesgo para el desarrollo de cancer de mama, de Utero, de prostata y de colon. La inhibicion de la
proliferacion celular por parte de la vitamina B6 se puede explicar a través de dos mecanismos. Por
una parte, la reaccion PLP-dependiente de la serina hidroximetiltransferasa es la mayor fuente de
grupos metilo para la metilacion del ADN Yy las histonas. Por otro lado, el PLP inhibe muchas
enzimas que unen sustratos fosforilados, incluyendo las polimerasas de ADN y ARN (Bender,
2011).
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5'-Fosfato de Piridoxina (PNP) 5'-Fosfato de Piridoxal (PLP) 5'-Fosfato de Piridoxamina (PMP)

Figura 1. Formas activas de la vitamina B6.

El piridoxal, una de las 6 formas activas de la vitamina B6, realiza una plétora de reacciones
bioquimicas relacionadas con el metabolismo de los aminoacidos, el azlcar y los &cidos grasos. En
presencia de iones metalicos, el piridoxal puede catalizar reacciones metabdlicas importantes,
como la transaminacién, la descarboxilacion y la racemizacion de aminoacidos (Wrobleski, 1977).

El piridoxal ha demostrado inhibir el crecimiento celular de células de melanoma murino B16 y
B16F10, células de melanoma humano M21-HPB, células HepG2, células de cancer de mama
humano MCF-7, células de cancer de mama felino FRM y células de cancer de pancreas humano
PANC-1. La fuerte actividad del piridoxal se ha atribuido en parte al aumento de PLP (piridoxal
5'-fosfato) intracelular (Matsuo, 2019).

También el tratamiento de células de c&ncer de colon humano HT29, células de adenocarcinoma
de colon humano LoVo y células HepG2 con 500 uM de piridoxal dio como resultado una mayor
expresion del gen inhibidor de la ciclina quinasa p21 a través del gen supresor de tumores p53, en
comparacion con otros compuestos de vitamina B6 (PN, PM, y PLP).

Otro estudio reveld que el piridoxal suprime la proliferacion celular e induce IGFBP-3 dependiente
de p53 en células MCF-7. En general, se considera que IGFBP-3 desempefia un papel supresor de
tumores en el cancer. Sin embargo, la relacion entre la regulacion positiva de genes y la inhibicion
del crecimiento celular por el piridoxal no es clara; por lo tanto, se necesitan mas estudios para
identificar los mecanismos subyacentes (Minamino, 2015).

Cabe mencionar que, la vitamina B6 participa como cofactor de un gran nimero de enzimas
incluida la SHMT (serina hidroximetiltransferasa) implicada en la biosintesis de ADN. Como las
células tumorales estan en constante proliferacion, absorben vitamina B6 de los tejidos vecinos.
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Por lo que, la presencia del piridoxal en un compuesto antitumoral, como forma activa de la
vitamina B6, podria permitir un reclutamiento preferencial, que dé como resultado una accion
citotoxica selectiva (Contestabile, 2020).

Ademas, la vitamina B6 entra a las células por difusion facilitada a través de transportadores de
membrana especificos. Por lo tanto, su entrada mediada por un receptor especifico puede utilizarse
como un mecanismo biologico para el suministro de compuestos farmacoldgicos a las células
(Pandey, 2013).

Finalmente, el piridoxal presenta diversos sitios de coordinacion lo que le permite la formacion de
complejos metalicos. Asimismo, el aldehido en su estructura le permite realizar una condensacion
con aminas primarias, dando lugar a una imina o base de schiff, de esta manera puede tener mayor
versatilidad de coordinacion con centros metalicos (Gupta, 2022)

Bases de schiff

Las formas activas de la vitamina B6 son intercambiables y la mayoria de las reacciones cataliticas
que implican su conversién pasan por la formacion de una Base de schiff. Las Bases de schiff de
los diferentes vitameros estabilizan muy bien la generacion de carbaniones, los cuales evolucionan
posteriormente por diferentes caminos, dependiendo del sitio activo enzimatico y del pH (Melis,
2012).

Las bases de Schiff son los productos de condensacién de aminas primarias y compuestos de
aldehido o carbonilo con grupos funcionales imina o azometina (-C=N-) (Figura 2).

&

(——

™
R! R?

Figura 2. Base de schiff, donde R3 es un grupo arilo o alquilo.

Las bases de Schiff se denominan "ligandos privilegiados"”, ya que pueden unir muchos metales
diferentes y estabilizarlos en varios estados de oxidacion, y se han utilizado como unidades
estructurales en la preparacion de una gran cantidad de compuestos biolégicamente activos
(Arjmand, 2023).
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Recientemente, los farmacos que incluyen en su estructura bases de Schiff han atraido una atencion
considerable en el disefio de quimioterapéuticos contra el cancer; la potencia y la selectividad de
estos derivados de bases de Schiff han producido una clase prometedora de candidatos a farmacos
quimioterapéuticos. Dichos complejos se han probado en diferentes lineas celulares de cancer
humano in vitro e in vivo (Arjmand, 2023).

Ademas, las bases de Schiff exhiben diversas actividades bioldgicas, que se mejoran mediante la
coordinacion de las bases de Schiff con los iones metalicos (Zohreh, 2020).

Compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes
tridentados que contienen piridoxal

En el presente trabajo se utilizaron 4 compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV)
derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal, denominados 2A, 2B, 2C y 2F. El
compuesto 2A es el precursor del resto de los compuestos. EI compuesto 2A es un complejo
obtenido por la interaccion del resto organoestafio con piridoxal como ligando donador de
nitrégeno / oxigeno. Los compuestos 2B, 2C y 2F comparten con el compuesto 2A el resto comdn
de piridoxal y aminofenol; la principal diferencia estructural entre ellos es la sustitucion del anillo
aromatico en la posicion 8 del resto aminofenol por un grupo nitro o un halégeno (F, CI) (Figura
3).

2A  R=H
2B R=F
2C R=Cl
2F R=NO,

Figura 3. Compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes tridentados que
contienen piridoxal.
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Algunas propiedades de las moléculas que componen los compuestos pentacoordinados de
diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal son las
siguientes:

1) Organoestafio, con actividad antiproliferativa y apoptética.

2) Piridoxal, con actividad antitumoral y antiantigénica, permite un reclutamiento
preferencial, versatilidad de coordinacion, bioactividad intrinseca y entra a la célula por
un receptor especifico.

3) Base de schiff, con actividad antitumoral, ademas, se pueden unir a muchos metales y
estabilizar los &tomos, ademés de mejorar su actividad bioldgica.

4) Anillo de 5 lados, favorece la solubilidad, en comparacion a uno de seis.

5) Ligandos tridentados (O y N): Los compuestos con ligandos donantes de oxigeno revelan
valores de ICs, bajos, ademas, cuando los grupos atractores de electrones que se unen al
atomo de estario, tienden a reducir la densidad de electrones en el compuesto.

6) Diciclohexano: El cierre de anillos restringe la libertad de movimiento y otorga mayor
rigidez de conformacion, en comparacion, a la ramificacion de la cadena, aumentando la
potencia en comparacion con dibutilestafio.

7) Sustituyente (F, Cl o NO,): Un atomo con alta electronegatividad influye en la
reactividad quimica de los compuestos por su tamafio, lipofilicidad e interacciones
electrostaticas, ademas, podria producir toxicidad selectiva por activacién mediante
reduccion.

8) Aminofenol: Si una droga posee un anillo aromatico, la posicion de los sustituyentes que
este posea puede variar y el resultado puede ser un aumento de la actividad biolégica.
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En la siguiente tabla se muestran algunas de las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos
pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes tridentados que contienen

piridoxal:
Punto
Compuesto Nombre IUPAC Formula Peso de Solubilidad
molecular | fusion

12,12-Dicyclohexyl-4-

hydroxymethyl-1- Cloroformo,
2A methylbenzo[d]- C26H34N203Sn 541.2698 168- metanol,

pyrido[4,3-h]- 170°C | DMSO

11,13,2,6-

dioxazastannonine

12,12-Dicyclohexyl-8-

fluoro-4- Cloroformo,
2B hydroxymethyl-1- C26H33N203SnF 559.2602 162- metanol,

methylbenzo[d]- 164°C | DMSO

pyrido[4,3-h]-

11,13,2,6-

dioxazaestanonine

12,12-Dicyclohexyl-8-

chloro-4- Cloroformo,
2C hydroxymethyl-1- C26H33N203SnCl 575.7148 175- metanol,

methylbenzo[d]- 177°C | DMSO

pyrido[4,3-h]-

11,13,2,6-

dioxazastannonine

12,12-Dicyclohexyl-4-

hydroxymethyl-1- Cloroformo,
2F methyl-8- C26H33N305Sn 586.2673 240- metanol,

nitrobenzo[d]- 242°C | DMSO

pyrido[4,3-h]-
11,13,2,6-
dioxazastannonine

Tabla 1. Propiedades de los compuestos coordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes
tridentados que contienen piridoxal.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antiproliferativo, necrotico y apoptotico de compuestos pentacoordinados de
diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal en las lineas
tumorales de mama MDA-MB-231, JC, MCF-7 y 4T1, asi como en cultivos de células no
tumorales (células linfociticas humanas).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la actividad antiproliferativa de compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio
(IV) derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal en cultivos de las lineas tumorales
de mama MDA-MB-231, MCF-7, JC y 4T1 mediante la técnica de incorporacion de cristal
violeta.

Determinar la actividad necrotica de compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (1V)
derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal en cultivos de las lineas tumorales de
mama MDA-MB-231, MCF-7, JC y 4T1 a través de la cuantificacién de la actividad de la enzima
lactato deshidrogenasa (LDH).

Evaluar el efecto apoptotico de compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (1V)
derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal en cultivos de las lineas tumorales de
mama MDA-MB-231, MCF-7, JC y 4T1 mediante el analisis morfoldgico (y condensacion de la
cromatina), asi como la deteccion de la caspasa 3 activa por microscopia de fluorescencia.

Evaluar la actividad antiproliferativa de compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (1V)
derivados de ligantes tridentados que contienen piridoxal en linfocitos de sangre periférica
humana, mediante el marcaje con carboxifluoresceina (CFSE) cuantificada por citometria de
flujo.
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METODOLOGIA
Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares de cancer de mama se obtuvieron del American Type Culture Collection
(ATCC) y fueron sembradas en cajas Petri de vidrio de 100 mm en medio RPMI-1640 (Gibco,
USA) suplementado con L-glutamina, rojo fenol, bencilpenicilina, y 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 CO2, y una atmosfera
hdmeda saturante. Para los ensayos experimentales se usaron cultivos con una densidad celular <
60 % de saturacion (cultivos proliferantes).

Preparacion del compuesto

Se empled el mismo procedimiento con todos los compuestos (2A, 2B, 2C y 2F). En una balanza
analitica se pes6é 1 mg de compuesto, el cual fue solubilizado en 100 pL de Dimetil Sulfoxido
(DMSO). Posteriormente, se prepar6 una segunda dilucion disolviendo 1 uL de la primera dilucion
con 999 pL de RPMI (0.1pg/uL). De esta manera, la concentracion de DMSO empleada en los
ensayos biologicos fue menor de 0.5%.

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

Las células tumorales se cultivaron en placas de 96 pozos de fondo plano a una densidad de 7,000
células por pozo con 100 uL. de RPMI con 5% SNB (suero de neonato bovino), las cuales se
incubaron a 37 °C, al 5% de CO. y una atmésfera hiumeda a punto de rocio por 24 horas.
Transcurridas las 24 horas de adhesion, se retird el medio y las células se trataron con las siguientes
condiciones: un control testigo al cual s6lo se le adicioné medio de cultivo, un control con el
vehiculo empleado en la solubilizacién del compuesto (DMSO 0.5%), y diferentes concentraciones
del compuesto (0.1 a 10 pg/mL) disuelto en medio de cultivo. Después de 24 horas, se evaluo la
actividad antiproliferativa a través de la técnica de incorporacion del colorante cristal violeta
(Kueng, 1989). Al finalizar la tincion, la absorbancia (590 nm) fue determinada por
espectrofotometria en un lector de placas (Epoch Biotek). Los datos obtenidos se analizaron en
Microsoft Office Excel 2019 graficando una curva dosis-respuesta y calculando la cantidad
requerida del compuesto para inducir un decremento del 50% en la densidad celular (ICs,).

Evaluaciéon de la actividad necrética mediante la cuantificacion de la actividad de
la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa (ldh) en sobrenadantes de
cultivos celulares

Las células tumorales fueron cultivadas en placas de 96 pozos a una densidad de 7,000 células por
pozo con 100 uL de RPMI con 5% SNB, por 24 horas. Transcurridas las 24 horas de adhesion, se
retird el medio y se trataron con las siguientes condiciones: un control testigo al cual sélo se le
adicion6 medio de cultivo, un control del vehiculo empleado en la solubilizacion del compuesto
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(DMSO 0.5%), un control positivo (Triton X-100) al 1.5% y la ICs, respectiva para cada
compuesto. Transcurridas 24 horas, se recuperaron los sobrenadantes y se colocaron en placas de
fondo conico. Los sobrenadantes se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente,
se transfirieron 40 uL/pozo del sobrenadante centrifugado a una placa de 96 pozos de fondo plano
a los cuales se adicionaron 40 pL del reactivo de LDH (LDH-Citotoxicity Assay kit Biovision: No.
CatK311-400) y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente en condiciones de
oscuridad. Posteriormente, se midid la absorbancia a 490 nm en un lector de placas (Epoch Biotek).
El porcentaje de muerte necrotica se calculé en Microsoft Office Excel 2019, el control positivo
tratado con triton X-100 fue considerado como el 100 % de actividad.

Morfologia apoptoética en células tumorales por microscopia de contraste de fases
y epifluorescencia

Se cultivaron las células tumorales en placas de 96 pozos a una densidad de 7,000 células por pozo
con 100 pL. de RPMI con 5 % SNB, las cuales se incubaron a 37 °C, al 5 % de CO2 y una atmdsfera
himeda a punto de rocio por 24 horas. Posteriormente, se trataron las células con la concentracion
de las ICs, respectiva durante 24 horas, considerando un control testigo, un control del vehiculo
(DMSO 0.5%) y un control positivo (15 pg/mL de Camptotecina). Pasadas las 24 horas, las células
se fijaron con 50 pL de una mezcla de paraformaldehido al 4% durante una hora y media; al término
del tiempo se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS (pH 7.3). Posteriormente, las
células se permeabilizaron con 30 pL de una solucion de tritobn X-100 al 0.05 % en PBS durante
20 minutos y se lavaron nuevamente 3 veces con PBS. Después del ultimo lavado, se agregaron 3
uL del fluorocromo 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich, USA) en PBS y se incub6
durante 1 minuto a temperatura ambiente e inmediatamente se lavo tres veces con PBS. Finalmente,
se observaron las células en un microscopio invertido de epifluorescencia (Nikon Eclipse TS2R-
FL, Japon).

Deteccidn de células positivas a caspasa 3 activa por inmunofluorescencia

Para la evaluacion por microscopia de epifluorescencia, se cultivaron las células y se trataron con
la concentracion correspondiente a la ICsg, asi como un control testigo, un control del vehiculo
(DMSO 0.5%) y un control positivo (15 pg/mL de Camptotecina). Después de 24 horas se retird
el medio y las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 2 horas. Al término del tiempo,
se lavaron 3 veces con PBS e inmediatamente se coloco el anticuerpo primario anti-Caspasa 3
activa hecho en conejo 1:1000 en PBS (Sigma, USA) y se incub6 toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente, las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario
acoplado a FITC contra conejo hecho en cabra 1:1000 en PBS (Sigma, USA) durante 2 horas
protegidas de la luz. Transcurrido el tiempo, se lavaron 3 veces mas con PBS, se agregaron 50uL
de PBS y se observaron en un microscopio de contraste de fases y epifluorescencia (Nikon Eclipse
TS2R-FL, Japon).
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Determinacion de la proliferacion de linfocitos humanos mediante la técnica de
incorporacion de carboxifluoresceina (csfe)

Se realizaron cultivos primarios de linfocitos de sangre periférica humana. Los linfocitos obtenidos
se resuspendieron en 4 ml de PBS y se marcaron con una solucion de 2 uM de carboxifluoresceina
(Sigma, USA) y se incubaron 15 minutos protegidos de la luz a temperatura ambiente. A
continuacion, se lavaron 2 veces con PBS al 5% SFB, y se centrifugaron (Dinac, USA) a 1500 rpm
por 5 minutos; el boton obtenido se resuspendidé en 4 ml de medio de cultivo. Después del
tratamiento los linfocitos se sembraron en una placa de 96 pozos (200,000 células por pozo en 200
pl de medio de cultivo) por 24 horas. Posteriormente, fueron activados con 25 pl/ml
fitohemaglutinina (Microlab, USA); el volumen final de cada pozo fue de 200 pl. Para el
tratamiento con los compuestos (2A, 2B, 2C y 2F) las células se trataron con la ICs, de cada linea
celular. Después, la muestra se centrifugé a 1500 rpm durante 5 minutos, se retir6 el sobrenadante
y se resuspendio el boton celular en 1 ml de verseno frio. Después de 5 minutos se centrifugoé a
1500 rpm por 5 minutos y se retir6 el verseno. Por ultimo, se resuspendio el boton celular en 500
ul de PBS y 500 pl de paraformaldehido al 2% y la proliferacion celular fue cuantificada por
citometria de flujo (FACS Aria Ill). Los datos fueron analizados en el programa FlowJo Becton
Dickinson, (BD) Biosciences.
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RESULTADOS

Evaluacion de la actividad antiproliferativa en células tumorales

Con el proposito de evaluar si los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F afectan el potencial proliferativo
de las lineas celulares tumorales de mama MDA-MB-231, JC, MCF-7 y 4T1, éstas fueron tratadas
con diferentes concentraciones de los compuestos (0.05 a 2 pg/ml) y la concentracién requerida
del compuesto para inducir un decremento del 50% en la densidad celular fue calculada (ICso)
(Figura4 a 7, tabla 2).
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Figura 4. Efecto de los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F sobre el potencial proliferativo de la linea celular
tumoral MDA-MB-231. Los valores son la media + SD de tres ensayos independientes.
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Figura 5. Efecto de los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F sobre el potencial proliferativo de la linea celular
tumoral MCF-7. Los valores son la media £ SD de tres ensayos independientes.
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Figura 6. Efecto de los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F sobre el potencial proliferativo de la linea celular
tumoral 4T1. Los valores son la media + SD de tres ensayos independientes.
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Figura 7. Efecto de los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F sobre el potencial proliferativo de la linea celular
tumoral JC. Los valores son la media + SD de tres ensayos independientes.

Los cuatro compuestos demostraron una excelente actividad antiproliferativa frente a las células
de cancer de mama, excepto el compuesto 2F, que no inhibi6 la proliferacion celular en las lineas
tumorales MCF-7 y 4T1 en una concentracion de hasta 10 pg/ml. En la tabla 2 se muestran los
valores de ICs, obtenidas para cada compuesto en cada una de las lineas celulares:
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2a 0.11 ug/ml 0.13(0.24) 0.16 (0.3)  0.12 (0.22)
(0.2 uM)

2b  0.18(0.32) 0.50 (0.89) 0.17 (0.3) 0.35(0.63)

2c  0.64(1.11) 0.31 (0.54) 0.21(0.36) 0.57 (0.99)

2f  0.64(1.09) >10 1.66 (2.83) >10

Tabla 2. Valores de ICs, obtenidos para los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F por linea celular.
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Evaluacién de la actividad necrética

Debido a que la disminucion de la proliferacion observada en el ensayo anterior pudo ser causada
por un efecto necrotico, las células tumorales fueron tratadas durante 24 horas con las ICs,
obtenidas y la actividad de la enzima citoplasmatica LDH fue cuantificada en los sobrenadantes de
los cultivos celulares y considerada como un marcador de pérdida de la integridad de la membrana
plasmética y en consecuencia como un marcador de muerte necrotica (Figura 8-11).
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Figura 8. Determinacion de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en sobrenadantes de células
tumorales MDA-MB-231 tratadas 24 horas con la ICs, correspondiente para cada compuesto. Triton X-100
al 1% en medio de cultivo como control positivo. El grafico es representativo de tres experimentos
independientes (* p<0.05 vs control, ANDEVA seguida de una prueba Tukey).

100
80 -
60 -
40 A

20 -

0 A i ﬁ i

Triton Control DMSO 2A

% Actividad necroética

Figura 9. Determinacion de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en sobrenadantes de células
tumorales MCF-7 tratadas 24 horas con la ICs, correspondiente para compuesto. Tritébn X-100 al 1% en
medio de cultivo como control positivo. El grafico es representativo de tres experimentos independientes (*
p<0.05 vs control, ANDEVA seguida de una prueba Tukey).
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Figura 10. Determinacioén de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en sobrenadantes de células
tumorales JC tratadas 24 horas con la ICg, correspondiente para compuesto. Triton X-100 al 1% en medio
de cultivo como control positivo. El grafico es representativo de tres experimentos independientes (* p<0.05
vs control, ANDEVA seguida de una prueba Tukey).
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Figura 11. Determinacion de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en sobrenadantes de células
tumorales 4T1 tratadas 24 horas con la ICg, correspondiente para compuesto. Triton X-100 al 1% en medio
de cultivo como control positivo. El grafico es representativo de tres experimentos independientes (* p<0.05
vs control, ANDEVA seguida de una prueba Tukey).

Los resultados muestran que las células tumorales tratadas con los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F en
sus respectivas ICs,, no liberan la enzima LDH en el medio de cultivo de manera significativa, por
lo que la disminucion en el nimero de células se debe a un proceso de muerte celular diferente a la
Necrosis.
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Evaluacion de la actividad apoptética

Una vez que se determind que el tratamiento con los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F no inducen
muerte por necrosis, el siguiente paso fue establecer si estos compuestos inducen muerte por
apoptosis. Para esto, en primer lugar, se examinaron cambios en la morfologia celular y en la
estructura nuclear, acompafiados de la inmunodeteccion de caspasa 3 activa (figura 12-15). Los
resultados mostraron que el tratamiento con los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F caus6 la muerte
celular por apoptosis, debido a que se observaron rasgos morfologicos caracteristicos de este
proceso como: condensacion de la cromatina, fragmentacion intranuclear del ADN, disminucion
del tamafio nuclear, ademas hay compactacion del citoplasma y encogimiento celular acompafiado
de la activacion de la enzima caspasa 3.
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Figura 12. Observacion de caracteristicas morfoldgicas propias de la muerte celular apoptética inducidas por los
compuestos 2A, 2B, 2Cy 2F sobre la linea celular MDA-MB-231 tratada con las ICg correspondientes. En el contraste
de fases (CF) se observan cambios en la morfologia celular, acompafiados de cambios en la estructura nuclear (DAPI),
ademds, se observa presencia de caspasa 3 activa (Casp3). A) CONTROL, células sin tratamiento. B) DMSO, células
tratadas con 1 ul/ml del disolvente utilizado para solubilizar los compuestos. C) COLCHICINA, células tratadas con
10ug/ml de colchicina. D) CISPLATINO, células tratadas con 5ul/ml de cisplatino. E) 2A, células tratadas con la ICs
(0.11ul/ml). F) 2B, células tratadas con la ICs, (0.18ul/ml). G) 2C, células tratadas con la ICs, (0.64ul/ml). H) 2F,
células tratadas con la ICsq (0.64ul/ml). En los circulos blancos se observa fragmentacion nuclear y en los circulos

naranjas se observa condensacion de la cromatina.
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Figura 13. Observacion de caracteristicas propias de la muerte celular apoptdtica de los compuestos 2A, 2B, 2Cy 2F
sobre la linea celular MICF-7 tratada con las ICg correspondientes. En el contraste de fases (CF) se observan cambios
en la morfologia celular, acomparfiados de cambios en la estructura nuclear (DAPI), ademds, se observa presencia de
caspasa 3 activa (Casp3). A) CONTROL, células sin tratamiento. B) DMSO, células tratadas con 1 ul/ml del disolvente
utilizado para solubilizar los compuestos. C) COLCHICINA, células tratadas con 10ug/ml de colchicina. D) CISPLATINO,
células tratadas con 7ul/ml de cisplatino. E) 2A, células tratadas con la ICs, (0.13ul/ml). F) 2B, células tratadas con
la ICsq (0.50ul/ml). G) 2C, células tratadas con la ICsy (0.31ul/ml). H) 2F, células tratadas con la 1Csq (2ul/ml). En
los circulos blancos se observa fragmentacion nuclear y en los circulos naranjas se observa condensacion de la

cromatina.
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Figura 14. Observacion de caracteristicas propias de la muerte celular apoptdtica de los compuestos 2A, 2B, 2Cy 2F
sobre la linea celular 4T1 tratada con las [Cs correspondientes. En el contraste de fases (CF) se observan cambios en
la morfologia celular, acompariados de cambios en la estructura nuclear (DAPI), ademds, se observa presencia de
caspasa 3 activa (Casp3). A) CONTROL, células sin tratamiento. B) DMSO, células tratadas con 1 ul/ml del disolvente
utilizado para solubilizar los compuestos. C) COLCHICINA, células tratadas con 10ug/ml de colchicina. D) CISPLATINO,
células tratadas con 7ul/ml de cisplatino. E) 2A, células tratadas con la ICs, (0.12ul/ml). F) 2B, células tratadas con
la ICs (0.35ul/ml). G) 2C, células tratadas con la ICs, (0.57ul/ml). H) 2F, células tratadas con la ICsq (2ul/ml). En los
circulos blancos se observa fragmentacion nuclear y en los circulos naranjas se observa condensacion de la cromatina.
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Figura 15. Observacion de caracteristicas propias de la muerte celular apoptdtica de los compuestos 2A, 2B, 2Cy 2F
sobre la linea celular JC tratada con las ICs, correspondientes. En el contraste de fases (CF) se observan cambios en
la morfologia celular, acompafados de cambios en la estructura nuclear (DAPI), ademds, se observa presencia de
caspasa 3 activa (Casp3). A) CONTROL, células sin tratamiento. B) DMSO, células tratadas con 1 ul/ml del disolvente
utilizado para solubilizar los compuestos. C) COLCHICINA, células tratadas con 10ug/ml de colchicina. D) CISPLATINO,
células tratadas con 7ul/ml de cisplatino. E) 2A, células tratadas con la ICs, (0.16ul/ml). F) 2B, células tratadas con
la ICs (0.17ul/ml). G) 2C, células tratadas con la ICs (0.21ul/ml). H) 2F, células tratadas con la ICg (1.66ul/ml). En
los circulos blancos se observa fragmentacion nuclear y en los circulos naranjas se observa condensacion de la
cromatina.
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Evaluacion del efecto de los compuestos 2a, 2b, 2c y 2f sobre la proliferacion de
linfocitos humanos

Ademaés de la inhibicién de la proliferacion y la induccién de apoptosis, otra cualidad buscada en
los compuestos antineoplasicos es la selectividad, por esa razon, se evaluo si los compuestos 2A,
2B, 2C y 2F afectan el potencial proliferativo de células no tumorales. Para ello, cultivos de células
linfociticas fueron tratados con los compuestos a las concentraciones obtenidas para las células
tumorales y su efecto en el potencial proliferativo fue evaluado mediante citometria de flujo (figura
16). Los resultados muestran como el tratamiento con los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F no afecta
la proliferacion de células no tumorales en su concentracion ICs, o que es evidencia de su accion
selectiva.
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Figura 16. Efecto de los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F sobre el potencial proliferativo de linfocitos humanos.
La proliferacion fue evaluada a través del marcaje con carboxifluoresceina (CFSE). A) CONTROL, linfocitos
activados con fitohemaglutinina. B) DMSO, linfocitos tratados con 1ul/ml del disolvente utilizado para
solubilizar los compuestos. C) linfocitos tratados con la 1Cs, obtenida con 2A. D) linfocitos tratados con la
IC5, obtenida con 2B. E) linfocitos tratados con la ICs, obtenida con 2C. F) linfocitos tratados con la ICs,
obtenida con 2F. El poligono indica la region de células en proliferacion.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Anteriormente los logros clinicos del cisplatino impulsaron la investigacion de los quimioterapéuticos que
contienen metales de transicion, con el propdsito de mejorar la eficacia terapéutica y prevenir los efectos
secundarios graves relacionados con los farmacos basados en platino. Entre todos los farmacos no basados
en platino notificados, los compuestos de organoestafio (IV) pueden ser los metalofa&rmacos mas
prometedores, ya que, en algunos casos, presentan mejores efectos que el cisplatino, como, efectos toxicos
bajos, mayor actividad antiproliferativa, mejores propiedades de excrecion y menores efectos secundarios,
incluso cuando se utilizan en concentraciones micromolares (Niu, 2014; Syed, 2021).

Como punto de partida, cualquier agente antineoplasico debe lograr disminuir la proliferacion celular del
tumor, ademas de detener su crecimiento y prevenir la propagacion del cancer a otras partes del cuerpo.
Diversos estudios han demostrado que los compuestos de organoestafio poseen una actividad
antiproliferativa in vitro significativa, en algunos casos mayor que la del cisplatino u otros farmacos
utilizados en la quimioterapia clinica contra el cancer, dicha actividad antiproliferativa esta influenciada
principalmente por la estructura del compuesto (Syed, 2021). En el presente trabajo evaluamos un grupo
innovador de cuatro compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes
tridentados que contienen piridoxal denominados 2A, 2B, 2C y 2F. Los compuestos presentan una
estructura quimica base (compuesto 2A), los compuestos 2B, 2C y 2F presentan una variacion al tener un
sustituyente diferente al hidrégeno en la posicion 8 del resto aminofenol, el compuesto 2B tiene un Fluor,
el compuesto 2C presenta un Cloro, mientras que el compuesto 2F presenta un NO-. Estos sustituyentes
permiten realizar un estudio comparativo entre el compuesto base (2A) con los demas compuestos, dejando
ver cual de ellos induce una mejora o cual demerita la actividad antiproliferativa, necrética y apoptdtica del
compuesto base. Al respecto, los resultados del presente estudio establecen que los cuatro compuestos (2A,
2B, 2C y 2F) afectan el potencial proliferativo de las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231,
MCF7,JCy4T1 de manera dependiente de la dosis, obteniendo valores de IC50 en el rango submicromolar
(menos de 1 uM). Sin embargo, el compuesto base (2A) presentd los valores de IC50 mas bajos para cada
una de las lineas celulares, estableciendo que ninguno de los sustituyentes presentes en estos compuestos
(F, Cl, y NO-) mejoran la actividad antiproliferativa in vitro del compuesto base (2A). No obstante, aunque
la presencia de los sustituyentes (F, Cl, y NOz) no mejora la actividad antiproliferativa del compuesto base,
resultaria interesante explorar su actividad in vivo, debido a que el ambiente hipdxico caracteristico de los
tumores (Arvelo, 2009) permitiria la reduccidn de estos sustituyentes electronegativos, esta reduccién
podria modificar a su vez la actividad del compuesto. En algunos farmacos esto se conoce como activacion
por reduccion. Esta activacion ocurre cuando el farmaco esté biol6gicamente inactivo, y luego se biorreduce
mediante la adicion gradual de hasta seis electrones, proceso catalizado por varias reductasas endogenas.
Esto lo transforma en un farmaco citotdxico que se activa selectivamente en un ambiente de hipoxia (Nepali,
2019). La activacién por reduccién de estos compuestos podria eliminar a las células tumorales mediante la
induccién de muerte celular necrotica u apoptética (Banti, 2019).

Ademas, es relevante mencionar que las concentraciones de 1C50 obtenidas para cada compuesto en cada
linea celular son menores que las reportadas para el cisplatino en las lineas celulares tumorales utilizadas
(MDA-MB-231 1C50 de 33.03 uM, MCF7 IC50 de 18.7 uM y 4T1 IC50 de 24 uM (Banti, 2019)). Por lo
tanto, la presencia del atomo de estafio en los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F mostré mayor actividad que el
cisplatino.

La desregulacion de los procesos de muerte celular resulta relevante para la tumorigénesis (Koren, 2021).
La asociacion entre muerte celular y cancer es compleja debido a que hay mas de un tipo de muerte celular
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involucrada enddgenamente en el cancer y algunos tipos de muerte celular tienen efectos duales e incluso
opuestos sobre la tumorigénesis (Galluzzi, 2018). En el caso de la necrosis, ésta se observa cominmente en
tumores debido a microambientes hipdxicos (Yan, 2020). Ademas, es comun encontrar este tipo de muerte
como el principal mecanismo de accién de los farmacos quimioterapéuticos convencionales, y aunque
efectivos, desafortunadamente se asocian a una fuerte toxicidad reflejada en la generacion de efectos
colaterales. Como es el caso del cisplatino, cuya toxicidad es dosis-dependiente causando apoptosis y
necrosis celular en los compartimentos renales (De Francisco, 2021). En lo correspondiente a los
compuestos 2A, 2B, 2C y 2F, nuestros resultados establecen que estos compuestos no liberan la enzima
LDH en el medio de cultivo, indicando que los compuestos no inducen muerte celular por necrosis en estas
lineas celulares tumorales y que el decremento en el namero celular observado es debido a una causa
diferente a la muerte necrética. Por lo tanto, al no liberarse el contenido citoplasmatico de la célula en los
tejidos circundantes, se esperaria que el uso de estos compuestos presente un menor efecto citotdxico
(efectos secundarios que tienen relacion con la muerte necrética), y evite o disminuya significativamente la
respuesta inflamatoria, consiguiendo que estos compuestos resulten mas tolerantes en su aplicacion
terapéutica.

Ademas de la muerte necrdtica, otro de los principales mecanismos de muerte celular es la apoptosis. La
apoptosis presenta caracteristicas morfoldgicas definidas que nos permiten distinguirla de otros tipos de
muerte celular, estas incluyen contraccion celular, fragmentacién del ADN (cariorrexis), condensacion de
cromatina que produce nucleos méas pequefios y compactos que los presentes en las células no apoptéticas
y formacién de fragmentos celulares en cuerpos apoptéticos, un sello distintivo del proceso apoptético (Hu,
2021). Estos cambios morfolégicos son causados por la activacion de las caspasas efectoras (principalmente
caspasa 3) (Galluzzi, 2018). Es importante resaltar que durante la apoptosis no se produce dafio en la
membrana plasmatica, lo que evita la liberacion de enzimas en el entorno extracelular, previene el dafio a
las células vecinas y evita la estimulacion de la respuesta inmune (Julian, 2015). Con respecto a los
compuestos de organoestafio (IV), se ha demostrado que la mayoria inducen la muerte celular apoptética,
especificamente a través de la via intrinseca, (Syed, 2021). En los cultivos celulares tratados con los
compuestos 2A, 2B, 2C y 2F se observaron cambios en la morfologia celular y en el nucleo, propios de las
células apoptéticas. Se observé como algunas células comenzaron a perder adherencia, disminuyeron de
tamafio y tomaron una forma esférica al perder sus proyecciones citoplasmaticas y en el nicleo se observo
el ADN condensado, en comparacion con las células tumorales sin tratamiento que presentan citoplasma
extendido, adheridas a la superficie, con una forma poliédrica, nicleos de tamafio regular con la cromatina
distribuida en todo el nucleoplasma. Como se mencion6 anteriormente, los cambios morfolégicos propios
de células apoptoticas son causados por la accion de caspasas ejecutoras. Al respecto, en todos los cultivos
de las células tumorales tratadas con los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F, se observaron células positivas a la
caspasa 3 activa, confirmando el proceso apoptético e indicando que estos compuestos de organoestafio
eliminan a las células tumorales a través de una muerte apoptética. Sin embargo, en un futuro inmediato,
seria recomendable realizar ensayos cuantitativos adicionales, como citometria de flujo para establecer el
porcentaje de células que son positivas a la caspasa 3 activa, con la intencion de determinar la magnitud de
células tumorales que son eliminadas por el proceso apoptotico.

Los medicamentos antineoplasicos como el cisplatino presentan una accion selectiva muy baja debido a su
alta reactividad, por lo que actdan indistintamente sobre las células malignas y sobre las células sanas con
velocidad de division alta (Sun, 2021). Esto genera en los pacientes efectos secundarios graves. Para
disminuir los efectos colaterales, se busca que los compuestos antineoplasicos tengan accion selectiva
eliminando Unicamente a las células tumorales y de esta manera no afectar ain mas la salud del paciente.
Por lo tanto, es imprescindible evaluar el efecto de estos compuestos en células no tumorales. Por lo cual,
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en este trabajo se determin6 mediante citometria de flujo el efecto de los compuestos 2A, 2B, 2Cy 2F enel
potencial proliferativo de células no tumorales. Para ello se realizaron cultivos de linfocitos humanos y se
encontrd que los compuestos en su concentracion de 1C50 no afectaron el potencial proliferativo, sugiriendo
que estos compuestos presentan accion selectiva. Estos resultados sugieren que estos compuestos podrian
ser tolerados de una mejor manera que los farmacos antineoplésicos convencionales, incidiendo en una
mejor calidad de vida para el paciente.

Todos estos resultados dejan ver la relevancia de estos compuestos como agentes antineoplasicos y permite
que sean considerados como buenos candidatos para ser evaluados en modelos in vivo con el propdsito de
establecer su potencial terapéutico en el tratamiento del cancer.

En conclusién, los compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes
tridentados (2A, 2B, 2C y 2F) que contienen piridoxal presentan actividad antiproliferativa, con nula
actividad necrotica, e inducen muerte celular apoptética en las lineas celulares tumorales de mama MDA-
MB-231, MCF-7, 4T1 y JC, con accion selectiva.
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Conclusiones

Los compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (IV) derivados de ligantes tridentados
que contienen piridoxal (2A, 2B, 2C y 2F) afectan el potencial proliferativo de manera dosis-
dependiente de células tumorales MDA-MB-231, MCF7, 4T1y JC.

El tratamiento con la ICs, de los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F no causa un efecto necrético en las
lineas tumorales MDA MB 231, MCF7,JC Y 4T1.

El tratamiento con la ICs, de los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F induce muerte por apoptosis en las
lineas celulares tumorales MDA-MB-231, MCF7, JC y 4T1.

Los compuestos 2A, 2B, 2C y 2F no afectan la proliferacion de células linfociticas humanas no
tumorales en su concentracion ICs.

Perspectivas

La actividad bioldgica de los compuestos de organoestafio (IV) esta relacionada con la naturaleza
y el nimero de sustituyentes unidos directamente al &tomo de estafio. En este trabajo, ninguno de
los sustituyentes presentes en los compuestos 2B, 2C y 2F (F, Cl, y NO- respectivamente)
mejoraron la actividad antiproliferativa in vitro del compuesto base (2A) in vitro, sin embargo
resulta interesante evaluar este efecto in vivo, donde un ambiente de hipoxia podria modificar su
actividad posteriormente de su reduccion.

Se ha informado que los compuestos de organoestafio inducen muerte celular apoptética, algunos
investigadores sugieren que esto ocurre cuando estos se unen al ADN, sin embargo, el estudio del
mecanismo de accion de estos compuestos sobre las células cancerosas a nivel molecular es un
campo aun incipiente, por lo que es fundamental comprender el efecto de la quimica de
coordinacion sobre la actividad citotdxica y las rutas de muerte celular especificas que activan los
compuestos pentacoordinados de diciclohexil estafio (1) derivados de ligantes tridentados que
contienen piridoxal (2A, 2B, 2C y 2F).
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