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ABREVIATURAS

Ay Potencial de membrana mitocondrial

ATP trifosfato de adenina _ ’

CARD Dominio de reclutamiento de caspasas

cGMP monofosfato de guanina ciclico

CMA Moléculas de adhesion

COX Ciclooxigenasa

bbb Dominio de muerte

DED dominios efectores de muerte

D-MEM Medio Eagle modificado de Dulbecco

DMSO Dimetitsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucleico

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos

HBV Virus de la hepatitis B

HEPES Acido N-{(2-hidroxietil)piperazin-N’-(2-etanosulfonico)

HPV Virus del papiloma humano

LOH Perdida de ia heterozigosidad

MHC Moléculas de histocompatibilidad

mRNA Acido ribonuclectido mensajero

MTT Bromuro de 3-{4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio

NCi National Cancer Institute

NSAID Farmacos antiinflamatorios de tipo no esteroide

PBS-EDTA Solucién amortiguadora de fosfatos libre de iones calcio y
magnesio

P8BS Solucién amortiguadora de fosfatos de pH=7.4

SST Dominio de unién secuencia especifico de p53.

TCDD 2.3,7,84etraclorodibenzo-p-dioxina

TNF Factor de necrosis tumoral

uv Radiacién ultravioleta

VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular




i Resumen.

El céancer es una enfermedad causada por diversos factores tanto fisicos,
quimicos y biolégicos que no ha mostrado una disminucion en su incidencia en los
ultimos anos. Esta enfermedad resulta de la alteracion genética de los oncogenes
y de los genes supresores tumorales, lo que conlleva a la transformacion de las
células normales a células autdnomas que proliferan sin controt y que pueden
generar metastasis en otras partes del cuerpo si el proceso continua.

Los métodos no quirdrgicos con los que se cuenta actualmente para tratar
el cancer son principalmente la radioterapia y la quimioterapia los cuales se basan
en la proliferacion rapida de tas células tumorales [o cual las hace mas sensibles al
tratamiento que sus contraparies normales. La meta de la quimiolerapia es utilizar
las diferencias bioquimicas entre el proceso patologico y el proceso normal,
utilizando farmacos con el fin de bloquear el proceso patolégico.

El feno! y los fenoles sustituidos son compuestos que se ha reportado
poseen propiedades citoldxicas mediadas por mecanismos pro y antioxidantes,
Los aril fosfates por su parte son substratos de fosfatasas los cuales pueden
producir fenoles sustituidos dentro de las células.

Un grupo de compuestos que ha tenido auge en los Gitimos afos para el
tratamiente de algunos tipes de cancer es el de los taxanos de los cuales el
paclitaxel es el mas importante. El paclitaxel actia promoviendo la polimerizacion
de los microtubulos y la busqueda de farmacos con un mecanismo de accion
similar llevd al descubrimiento de la epotilona. Las dificultades en la obtencion de
epotilonas en cantidades suficientes han estimulado su sintesis y la elaboracion de
sus derivados y compuestos relacionados.

En el presente trabajo se determind la actividad citotdxica de una serie de
aril fosfatos, de dos compuestos derivados de fragmentos de la epotilona y de un
compuesto fendlico denominado metol en las lineas celulares Hela, Calo y C-33
de cancer de cérvix humano, SW4B0 y SWB20 de cancer colorrectal humano,
MCF-7 de cancer de mama humano y CHO de ovario de hamster chino.

Los aril fosfatos y los derivados de la epotilona no presentaron actividad citotoxica

relevante en ninguna de las lineas celulares, sin embargo el compuesto metol




presento actividad citotoxica en todas las lineas celulares presentando curvas de
inhibicién similares. La linea celular mas sensible fue |a linea celular MCF-7 y la
mas resistente fue la linea celular Calo. La concentracion a la que se presentd el
mayor efecto en la linea celular Hela fue 80 uM con 'un efecto inhibiterio de 86.22
%, mientras que para la linea celutar SW480.fue de 60 uM con un efecto citotoxico
de B1.66%, y en la linea celular SW6E20 se observd el efecto maximo a 100 pM
con una inhibicion de la viabilidad del 74.70 %.

Las lineas celulares C-33 y CHO tuvieron curvas de inhibicidn muy
parecidas y la citotoxicidad maxima se alcanzd a la concentracién de 60 pM con
una inhibicidn de 81.10 % para C-33 y 83.99 % para CHO, la iinéa mas resistente
Calo presento una respuesta al compuesto dosis dependiente con una curva dosis
respuesta lineal hasta 100 pM con un efecto de 64.04% de inhibicion.

De los datos obtenidos se concluyd que los aril-fosfatos y los compuestos
derivados de la epotilona no presentan actividad citotdxica en el rango de las
concentraciones utilizadas y que el metol fue activo en todas las lineas celulares
siendo mas activo en la linea celular MCF-7 y menos activo en la linea celular
Calo.




Il. Ohjetivo.

1. Evaluar la posible actividad citotdxica de compuestos de estructura diversa
como son los aril-fosfatos, compuestos relacionados con la epotilona y el
metol utilizando lineas celulares tumorales humanas y murinas, mediante la
técnica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).

lil. Hipodtesis

Los compuestos derivados de la epotilona, los aril-fosfatos y el metol presentaran
actividad citotdxica in vitro en las lineas celulares tumorales sobre la base de sus

caracteristicas estructurales.




Il. Objetivo.

1. Evaluar la posible actividad cilotéxica de compuestos de estructura diversa
como son los aril-fosfatos, compuestos relacionados con la epotilona y el
meto! utilizando lineas celulares tumorales humanas y murinas, mediante la
técnica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il}-2, 5-difeniltetrazolio (MTT).

lil. Hipotesis

Los compuestos derivados de la epotilona, los aril-fosfatos y el metol presentaran
actividad citotdxica in vifro en las lineas celulares tumorales sobre la base de sus

caracteristicas estructurales.




IV. Introduccién.

Algunas de las funciones de un organismo son el crecimiento, division y muerte
celular, Estas funciones se encuentran perfectamente reguladas, la mayoria de
manera compleja. La pérdida de la regulacidén metabdlica lleva a diversas
enfermedades, entre ellas el cancer. El tratamiento del cancer se lleva a cabo por
medio de radiﬁterabia, quimioterapia y/o cirugia. El empleo de diversos farmacos
en la quimioterapia produce efeclos secundarios no deseados en los pacientes,
por lo que la obtencién de nuevos compuestos con potencial antifumoral es de

gran importancia.

4.1 CANCER.

El cancer es el resultado de la desregulacion de los genes que controlan el ciclo
celular lo que produce expansion clonal y heterogeneidad clonal (Sporn 1991,
Temin y col. 1998).

El cancer es una enfermedad propia de las células que se encuentran en
division constante debido a que los genes necesarios para este proéeso se
expresan sélo en células en division {Dulbecco 1983). Debido a la gran variedad
de drganos que cumplen este requisito, el término céncer se refiere a alrededor de
cien formas diferentes de la enfermedad (Weinberg 1996). Este padecimiento es
de origen multifactorial y es un proceso multietapas, por lo que la etiologia es
diversa.

Cuando las células alteradas crecen sin contral da [ugar a la invasion del
tejido adyacente pudiendo alterar sus funciones (Perera 1996).

El paso inicial para que una célula normal pueda generar cancer es la
alteracién de un gen que participa en [a regulacidn del ciclo celular, por medio de
mutacion, aumento o disminucion de la expresién o por fallas en el metabolismo
de! DNA (Dulbeco 1983, Yokota 2000). Aungue se sabe que la adquisicion de una
mutacion es un paso inicial importante, no es suficiente para generar Ia
enfermedad, pues ésta es un proceso molecular y celular que es dependiente de

tiempo y de otras mutaciones por lo que pueden pasar varios anos antes de que



las células expresen modificaciones fenolipicas, excepto para el caso del
cancer causado por virus altamente oncogénicos (Damell y col 1999 Lewin 1997,
Sporn 1991, Temin 1988). En tumores sdlidos la clona inicial forma pequefios
acumulos de células con caracteristicas fenotipicas idénticas al tejido de donde
proviene los cuales se llaman adenomas y son de lipo benigno (Vogelstein y col.
1993).

Durante fa progresioén tumaral la acumulacidén de mutacicnes en diversos
genes lleva a la perdida de regulacion en el metabolismo del DNA. La inestabilidad
genética esta muy bien documentada y se ha demostrado que las células
tumorales presentan cientos de mutaciones a lo largo del genoma, las cuales se
presentan de forma aleatoria, y al parecer la presencia del fenotipo mutador debe
ser un evento temprano en el proceso de carcinogénesis {(Loeb y col. 2000).
También se presentan cambios a nivel cromosomico como aneuploidia,
translocacion, inversion, cromosomas en anillo, etc. (Filatov y col 1998). Esta
inestabilidad cromosémica se debe a defectos en la replicacion del DNA,
segregacion, reparacion y recombinacién {Filatov y col 1998, Pihan y cél. 1999) y
también ha sido asociada con la erosion de los teldmeros durante el
envejecimiento celular (Filatov y col 1998). Esto ocasiona que la regulacién de los
" genes se pierda y se empiecen a expresar proteinas que no lo hacen normalmente
en el tejido de donde proviene la neopldsia ¢ lo hacen en ofra etapa de ia vida del
organismo. Muchas de estas proteinas pueden ser utilizadas como marcadores
tumorales las cuales indican que el proceso tumoral se esta llevando a cabo
{Dulbecco 19B3)..

Durante esta etapa se van generando clonas que pueden tener menos
ventajas que otras, por fo que dentro del tumor existe una seleccion de las mas
aptas y con mayor pérdida de las caracteristicas del tejido de origen (Dulbecco
1983). Al crecer el numero de células, el tumor empieza a aumentar en volumen y
cuando alcanza un tamano de 1 a 2 mm en didmetro puede aun subsistir por ia
difusion de nutrientes de vasos cercanos {(Kerbel 2000), pero al crecer mas se
encuentra con limitantes para su desarrollo tales como limitacién por el tejido

adyacente y reduccion de la cantidad de nutrientes, oxigeno y faclores de




crecimiento (Loeb y col. 2000). La falta de oxigeno genera un estado de hipoxia, lo
que favorece la formacidn de nuevos vasos sanguineos mediante un proceso
flamado angiogénesis, el cual se lleva a cabo mediante degradacion de la lamina
basal de los capilares cercanos, divisién de células endoteliales y formacion de
capilares en el tumor (Darnell y col. 1999). -

La formacion de esta nueva vasculatura es iregular en la organizacién de
las células endot’elia[e.s con vasos ciegos, uniones no necesarias y oclusiones
temporales (Brown y col, 1998). La formacién de la vasculatura se debe a la
secrecidn ectépica por parte de las células tumorales de factores angiogénicos
como los factores de crecimiento acido y basico de fibroblastos (aFGF y bFGF
respectivamente), el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), los
factores de crecimiento transformante alfa y beta (TGF « y ), interfeucina 8 y
angiogéninas (Brown y col. 1998, Kerbel 2000). Cabe resaltar que el VEGF es
expresado mayoritariamente por casi todos los tipos de tumores, y que la
angiogénesis no es exclusiva de tumores soélidos (Kerbel 2000).

En pacientes con cancer se ha encontrado que los niveles sanguineos de
VEGF son mayores que en |os pacientes sin este padecimiento, y que éste se
encuentra dentro de plaguetas y leucocitos. Encontrar esla proteina se ha
asociado con un prondstico desfavorable (Salven y col. 1993). El VEGF también
aumenta la permeabilidad de la vasculatura por lo que se favorece la
extravasacion de las células tumorales y la metastasis (Brown y col. 1898, Salven
y col. 1999).

La diseminacion de las células tumorales de su sitio de origen a otro u otros
sitios del organismo y su establecimiento se denomina metastasis. Para que las
células sobrevivan deben estar rodeadas por células similares debido al fendmeno
conocido como reconocimiento célula - célula y aguéllas que no cumplen este
requisito mueren (Ruosiahti 1996). Las moléculas de adhesion que participan en
esle proceso son varias, pero las mas importantes son las moléculas de adhesién
célula - célula (CMA's) y las cadherinas, ambas dependientes de Caz‘(Freshney
1994a). Ademas, los tejidos son separados por laminas basales las cuales

separan epitelios internos y externos (Darnell y col. 1999).




Para que una célula pueda generar metastasis es necesario que rompa
todas estas barreras, por lo que as células tumorales pierden la dependencia a la
unién con células similares, se produce rompimiento de la membrana basal por
medio de metaloproleinasas tales como el activador del plasmindgenc. Al penetrar
la membrana basal de los tejidos, la de fos vasos sanguineos y las células
endoteliales de la vasculatura la célula se encuentra en e! torrente sanguineo, por
el cual se trahspor’(a a otros organos. Al ser transportada por el torrente sanguineo
la célula debe adherirse a las células endoteliales de otro vaso y penetrar hasta
llegar al mesénquima del tejido y reproducirse (Ruosiahti 1996). De todas las
células que se liberan solo unas pocas forman focos metastasicos debido a que
probablemente no son aan por completo independientes en su unidn, y las que lo
logran ademas de ser independientes a la unidn expresan proteinas nuevas ©
variantes en sus membranas que les permitan el anclaje y reconocimiento de otros
lejidos (Damell y col. 1999, Ruoslahti 1996).

La capacidad de generar metastasis es lo que lleva generalmente al
organismo a la muerte (Perera 1996). Es importante decir que el tumor primario
secreta factores antiangiogénicos para inhibir la angiogénesis en los focos
metéastasicos, por lo que si el tumor primario se remueve se puede estimular el
crecimiento de los tumores secundarios {Darnell y col. 1999).

4.1.2. Oncogenes y genes supresores tumorales.

Como ya se habia mencionado el cancer es el resultado de la alteracién de genes
que regulan el metabolismo a través del control del ciclo celular. Estos genes se
dividen en dos tipos: 105 oncogenes y los genes supresores tumorales.

Los oncogenes tienen un efecto positivo sobre el ciclo celular y fueron
descubiertos en virus oncogénicos (Weinberg 1996), después se encontrd su
contraparte normal en el genoma de las células normales los cuales fueron
llamados proto-oncogenes {Lewin 1997). Los oncogenes codifican para varios
lipos de proteinas, algunas rompen la regulacion de las cascadas de sefializacién
y por otra parte existen [as que activan los factores de transcripcion y aquéllas que

inhiben la apoplosis (Weinberg 1996).




Los proto-oncogenes se denomina oncogenes cuando se encuentran
alterados y por tanto la proteina que codifican es capaz de transformar a fa célula
{Lewin 1997). Esta transformacion se da par una ganancia en la funcion del gen lo
cual puede ser resultado de mutaciones, amplificaciones del gen o translocacion
cromosémica; la mutacion en un solo alelo es suficiente para activar al proto-
oncogen {actuan de manera dominante) (Darnell y col. 1999).

En cambio los genes supresores tumorales, los cuales también son
llamados antioncogenes u oncogenes recesives, regulan el ciclo celular de forma
negativa. El terminc oncogen recesivo es mas ilustrative que los términos
antioncogen y gen supresor tumoral, ya que estos términos proponen que estos
genes existen para contrarrestar el efecto de los oncogenes, y esto no es lo que
pasa realmente (Marshall 1991), aunque se usa el término de gen supresor
tumoral por ser el mas utilizado.

Los genes supresores tumorales tienen la funcién de verificar la integridad
del DNA y de decidir cuando la célula puede seguir dividiéndose en los puntos de
confrol del ciclo celular (Darnell y col. 1999),

Para que las células lleguen a ser malignas deben también evadir o no ser
sensibles a la accidn de los genes supresores tumorales (Weinberg 1996), por lo
que su alteracion debe ser la pérdida de funcién de ambos alelos {Lewin 1997) de
ahi que se prefiera el término de oncogen recesivo.

Las lineas de investigacién que han apoyado la idea de la regulacion
negativa del ciclo celular son la formacidn de células hibridas, cancer hereditario y
la perdida de la heterocigosidad(1L. OH). (Marshall 1991). Cuando un alelo pierde su
actividad, ya sea por delecion, mutacién o sea inactivo y se pierde la funcion del
segundo alelo se habla de LOH. {Ritland y col. 1997).

4.1.3. Etiologia del cancer.

Los tejidos diversos de los organismos mantienen un ndmero de células constante
lo cua! es controladc mediante complejos sistemas de regulacién de la
proliferacién y muerte celular {Thompson 1995). Durante la proliferacion celular el

material gengtico se replica, y la célula pasa por diferentes fases: ta fase G1 (entre



My S) la fase S (sintesis), |la fase G2 (entre S y M) y la fase M (mitosis). Existen
dos puntos de control principales del ciclo celular que aseguran que la replicacion
del DNA se realice de la manera mas fiel posible; la interfase G1/S y la interfase
G2/M (Norbury y col. 1992). Cuando la célula detecta dafio en el DNA o un
metabolismo inapropiade del DNA se promueve la detencion del ciclo en eslos
puntos de control para tomar l[a determinacion de reparar el dafio o ir a un
mecanismo de suicidio o muerte celular programada (Filatov y col. 1898)

Por otro lado, para mantener la homeostasis es necesaric eliminar células
danadas, infectadas o redundantes, esto se lleva a cabo mediante un mecanismo
de muerte celular interno llamado apoptosis (Adams y col. 1998). La apoplosis es
un modo de muerte celular programada donde el contenido de la célula muerta es
mantenido dentro de membranas, las cuales son fagocitadas répidamente
{Thompson 1995).

La gran mayoria del cancer resulta por interacciones del organismo con el
medio ambiente, y este es definido como todos los factores externos que afectan a
un individuo (incluyendo factores econdmicos, culturales y sociales) (Perera 1997,
WHO 1999). Esto se infirid de la observacion de que personas que fuman padecen
mas enfermedades cronicas y cancer en comparacidn con perscnas que no
fuman, de hecho para apreciar el dafio que puede ocasionar fumar, se liene que el
tabaco causa la muerte de la mitad de {as personas que comienzan a fumar en la
adolescencia y continuan durante su vida fumando, y para el afio 2020-2030 habra
una muerte asociada al tabaco cada tres segundos (Farber 1987, WHO 1999),
También se ha deducido de la observacion de que grupos étnicos que emigraban
a otra parte del mundo adquieren el patrén de frecuencia del cancer de su nuevo
lugar de residencia (Farber 1987).

Las causas hereditarias por si mismas explican solo cerca del 5% de todos
los casos reportados (Perera 1987).

4.1.3.1. Carcinogénesis por agentes quimicos
Las sustancias quimicas que pueden causar cancer son llamadas carcinogenos

quimicos, y son divididos en dos clases: genotéxicos y no genotdxicos



4.1.3.1.1. Carcindégenos quimicos genotoxicos.

Los carcindgenos quimicos genotdxicos son aquéllos que son capaces de
genera'r cambios en el DNA, por io tanto pueden causar mutaciones en fos genes
supresores tumorales y los oncogenes. Estos pueden ser detectados por ia prugba
de Ames y otras pruebas in vivo e in vitro (Green 1992).

La carcinogénesis quimica ha sido dividida en tres fases: iniciacion,
promocién y progresion (Pitot y col. 1998).

La iniciacion se refiere al dafio que ejerce la sustancia en macromoléculas
especialmente el DNA. Los agentes quimicos son capaces per se de ejercer el
dafio, o por activacion metabdlica, tarto de enzimas del metabolismo de
xenobidticos de fase | {oxidacion, reduccion, hidrélisis) y de fase Il {conjugacidn
con sulfato, acido glucurdnico, etc.) generando sustancias electrofilas que afectan
al DNA. Si la alteracion en el DNA no se corrige ésta es irreversible y se dice que
la célula se ha iniciado (Farber 1987, Pitot y col. 1996)

La promocidn necesita de sustancias que no generan genotoxicidad por si
mismas; tales como ésteres de forbol, fenobarbital, sacarina, TCDD (2,3,7 8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina) y hormonas esteroides (Pitot y col. 1996). Estas
sustancias favorecen la expansion clonal de las células iniciadas, lo que puede
generar neogplasias. Este proceso a diferencia de la iniciacién es reversible si el
agente promotor se deja de producir o administrar (Farber 1987).

La ultima fase es la transicion de la célula iniciada hasta el fenotipo maligno,
lo cual sucede por efecto de la promocion y la inestabilidad gendmica resultantes
descritas anteriormente. De hecho estas etapas aunque fueron descritas para la
carcinogénesis quimica son aplicables al cancer surgido por otras causas (Green
1992).

4.1.3.1.2, Carcinogénesis quimica no genotdxica (Green 1992).

La carcinogénesis no genotoxica se refiere a sustancias que pueden activar

receptores intracelulares, mimetizando’ al ligando natural, y por efecto de !a
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estimulacién inapropiada se puede generar cancer, o0 por la promocion de células
iniciadas con anterioridad.

También se ha propuesto que pueden inhibir la diferenciacion terminal de
las células, por lo tanto pueden responder a sefiales proliferativas por mas tiempo
del que lo hacen normalmente, lo que puede generar carcinogénesis.

En otros casos las sustancias quimicas alteran la expresion de genes que
pueden alterar el metabolismo y generar sustancias oxidantes, o aumentar la

activacién metabdlica de carcindgenos quirnicos.

4.1.3.2 Carcinogénesis por agenies bioldgicos.

La carcinogénesis por agentes biolégicos infecciosos y por el consumo de
tabaco cuentan con la mayor proporcion de casos en el mundo; y los casos
afribuibles a agentes biolégicos son de aproximadamente 9% en paises
desarrcliados y de 23 % en paises en desarrofio, de estos el 90 % esta asociado
al virus del papiloma humano (MHPV), al virus de la hepatitis B (HBV) y a
Helicobacter pylori (WHO 1899).

Los virus oncogénicos pueden causar cancer por lo menos bor tres
mecanismos:

a) El virus durante su evolucidn integra en su genoma un oncogen por
recombinacion con los genes del hospedero. En infecciones posteriores el
oncogen es sobrexpresado al transcribirse junto con los genes virales,
entonces esta célula puede escapar del control celular y causar cancer
{Dulbecco 1983).

b) Si el virus no posee genes analogos de los oncogenes puede causar cancer
integrando su genoma cerca de regionas que codifican para oncogenes, y
per medio del promotor viral se aumenta la transcripcion de dicho gen. Este
fendmeno se observa en retrovirus que causan leucemias, debido a que la
integracion es un proceso aleatorio puede pasar mucho tiempo entre el
inicio de la infeccidn y la transformacion de una célula (Damell y col. 1999,
Dulbecco 1983).



c) Por la inactivacion de proteinas codificadas por genes supresores
tumorales, tat es el caso del HPV-18 y el SV40, los cuales alteran la funcion
de los genes supresores tumorales P53 y Rb respeclivamente. En el caso
de HPV-16 se expresa una proteina Hlamada E6 que se une a P53 y la
conduce a su degradacion por ubiquitinacién, mientras que la proteina EY
del mismo virus se une Rb, la perdida de la funcidn de P53 aumenta

considerablemente el desarrollo de eancer (Filatov y col. 1998).

4.1.3.3. Carcinogénesis por agentes fisicos

Este tipo de carcinogénesis es causada principalmente por radiacion de tipo
ionizante y luz ultravioleta (UV) (Rauth 1991),

La radiacitn ionizante crea producios radioliticos del agua, por gjemplo el
radical hidroxilo, el radical hidronio y el radical peroxihidronio, ademas se
producen especies reactivas de oxigeno. Estas especies altamente inestables
pueden alterar la estructura de las macromoléculas celulares, por reaccién con el
DNA produciendo modificaciones. Por otro lado la radiacidn ionizante rompe las
cadenas dobles o sencillas del DNA, a través del enlace fosfodiester y de este
modo se altera su estructura quimica por la pérdida de bases (Rauth 1931).

La tuz UV induce la formacion de dimeros de piridina adyacentes, llamados
fotoproductos, los cuales pueden tener la forma de ciclobutano ¢ estar unidos por
medio de un enlace 6-4 formado entre piridinas adyacentes, aunque este dafio
puede ser reparado por escision, la exposicién prolongada a los rayos UV esta
asociada con el cancer de piel (Wani 1999).

Ademas de la luz UV y las radiaciones ionizantes, ofros agentes que
causan lesiones constantes pueden generar cancer al inducir estados
hiperproliferativos en los tejidos, como fibras insolubles que irritan la mucosa det
colon distal después de que la mayaria del agua se ha absorbido (Harris y col.
1993), o por el consumo de té extremadamente caliente, el cual se ha asociado
con un incremento en ef riesgo de padecer cancer de eséfago{WHO 1999).

La susceptibilidad de padecer cancer depende del ambiente del individuo y
ademas de la edad, raza, género, del estado de salud general y del estado
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nutricional; aunado a factores genéticos que aumentan la probabilidad de padecer
cancer por la pérdida o inactivacion de genes supresores tumorales, reparacion
deficiente de! DNA o un metabolismo alterado de sustancias genotoxicas (Perera
1997).

La eveolucion del proceso neoplasico se representa en la fig. IV-1.

4.1.4. Otros aspectos del cancer.

Con el uso clinico de los antibidticos después de la segunda guerra mundial, la
longevidad de! hombre aumentd debido a la disminucién de la mortalidad por
infecciones bacterianas, principalmente la neumonia, esto causé que la mortalidad
por cancer y enfermedades cardiacas se incrementaran y ocuparan los primeros
lugares en mortalidad (Fig. IV-2){Suffness y col. 1995).

En las dltimas décadas las afecciones cardiacas han disminuido, mientras
que el cancer no (WHO 1999), y se calcuia que para el afo 2020 fa incidencia y
mortalidad a causa del cancer se incrementaran al doble de las actuales y de
estos casos el 70% se presentara en paises en desarrollo (Jones 1999). La
situacion del cancer en paises desarrollados y en desarrollo es muy diferénte, ya
que en los primeros la mayor tasa de casos es en cancer de pulmén, colon y recto,
mama, estomago y prostata y en los segundos se encuentran fos de estomago,
pulmédn, higado, mama y cérvix, en el orden decreciente mencionado. Por otro
lado en los paises no industrializados cerca del 80 % de los casos de cancer son

deteclados cuando la enfermedad es avanzada { Jones 1999).
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multietapas, multifactorial y al azar. Una célula normal puede
converlirse en neoplasica por su interaccién con agentes fisicos, quimicos o bioldgicos, 1o cuai inicia a
la célula y le confiere una probabilidad mayor de malignizacién. Al promoverse la divisidn celular la
célula iniciada forma un foco neoplasico benigno, el cual puede progresar hasta un fenotipo maligno
esta promocién no es controlada por las células tumorales y cualquier ventaja fenotipica es un proceso
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Fig. IV-2. Incidencia del cincer con respecto a la edad, En la figura se muestra como e céncer
aumenta su incidencia con la edad. En el texto se menciona que el proceso de carcinogénesis
puede necesitar hasta dos décadas en desamollarse por eso las neoplasias se manifiestan
mayoritariamente en la edad adulta (Vogeilstein y col, 1993).
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4.2 Quimioterapia del cancer.

4.2.1 Quimioprevencion. | _

La quimioprevencidn del cancer es el uso de compueslos no téxicos para evitar el
proceso neoplasico mediante su prevencion, retardo o reversion (WHO 1999), esta
puede ser aplicada en cualquier momenio de la carcinogénesis y los avances en
biclogia celular y molecular son los que van a proveer los mecanismos para la
prevencion (Hong y col. 1897).

Los compuestos que prevengan el dafio al DNA por carcindgenos
genoléxicos son los mas apropiados para la gquimioprevencion. De estos
compuestos se ha utilizado la N-acetilcisteina para aumentar los niveles de
glutation, y al Oltipraz el cual es un compuesto que evita el estrés oxidativo e
inhibe a los citocromos P450 (WHO 1999),

Para el caso en que el dafic genotdxico haya ocurrido, o se esta
predispuesto al cancer por cuesliones hereditarias, se estan probando
compuestos que reviertan el proceso de carcinogénesis, como los inhibidores de
la ciclooxigenasa (COX), principaimente la COX-2 para el cancer colomrectal,
moduladores de receptores de estrogenos para cancer dependiente de hormonas
y analogos de retinoides para cancer de epitelio de vias respiratorias (Hong y col.
1997).

Un grupe de farmacos con efecto preventivo del cancer colorrectal son los
farmacos antiinflamatorios de tipo no esteroide {NSAID), los cuadles se ha
comprobado que disminuyen 1a incidencia de este tipo de cancer {Jackson y col.
1999), y en ratones APCM" | los cuales desarrollan cancer colorrectal a los 100
dias de edad, fueron tratados con sulindac bajo diferentes esquemas de
fratamiento y al contar el numerc de tumores desarrollados se encontré una
disminucion significativa del nimero de éstos con respecto a los controles, y en
aquéllos que ya habian desarrollado neoplasias previamente se observd una
regrési()n de los mismos (Ritland y col. 1999) Aunque este tipo de farmacos
poseen efectos adversos en el lracto gastrointestinal como ulceracion y

perforacion su desarrollo aun continua (Jackson y col. 1999).
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Por otro lado el consumo de frutas y verduras se ha observado que posee
actividad antioxidante, y polisacaridos de plantas, como el Aloe, se ha encontrado
en experimentos in vitro en lineas celulares tumorales que presentan aclividad

antimutagénica y antiproliferativa (Kim y col. 1999).

4.2.2 Farmacos antineoplasicos.
La quimioterapia es una herramienta importante para tratar el cancer, y su objetivo
es atacar las diferencias bioquimicas existentes entre e! proceso neoplasico y las
células normales con el fin de interferir lo mas selectivamente posible con la
enfermedad (Mathews y col. 1996),

Los farmacos citotoxicos actuan sobre células en proliferacion (sin embargo
no todos lo hacen), por lo que se formuld la hipdtesis que los tumores con alta
division celular son mas susceptibles at tratamiento, al igual que los tejidos sanos
con alto recambio, como la piel, médula ésea, foliculos pilosos y epitelio {Chabner
y col. 1996). Pero lo anterior no es cierto para todos los casos, ya que algunos
tumores de alta proliferacién son insensibles al tratamiento y algunos de lento
crecimiento son sensibles a éste (Brown y col. 1998, Fisher 1934, Waldman y col.
1997). La forma en que los farmacos citotoxicos se penséd que disminuian el
tamano del tumor era por necrosis {(Waldman y col. 1997) la evidencia actual
sefiala que es la muerte celular programada por apoptosis el mecanismo
responsable por el que las células tumorales mueren {Kolenko y col. 2000, Lowe y
col 2000, Sen y col. 1992, Thompson 1995, Waldman y col. 1997), aunque
algunos farmacos inducen necrosis a concentraciones elevadas y apoplosis a
concentraciones bajas (Hirsch y col 1997).

Algunos de estos farmacos actuan sobre una fase especifica del ciclo
celular, por ejemplo la vincristina, la vinblastina y el paclitaxe! son especificos de la
fase M, el metotrexato, S-flucrouracilo e hidroxiurea son especificos de fa fase S y
el cisplatino, los agentes alquilantes, analogos y antagonistas hormonales no son
especificos de alguna de las fases debido a que causan dafo inespecifico al DNA
0 a que inhiben la sintesis de proteinas necesarias para la proliferacion (Chabner y
col. 1996}




4.2.2:1. Apoptosis

Las células mueren de diversas maneras, hasta ahora se han descrito dos formas
que son |a apoptosis y 1a necrosis (Green y col. 2000, Hirsch y cot. 1997, Kinfoch y
col.1999, Thompson 1995), y adicionalmente se puede mencionar a la
senescencia, término que se refiere a un estado de detencidén del cicle celular
permanente, que aunque propiamente dicho no es una muerte celular evita que la
célula que esta en senescencia pueda generar un procese hiperplasico (Filatov y
col. 1998, Lowe y col. 2000).

La apoptosis se diferencia de la necrosis en la forma ordenada en que
ocurre, durante la apoptosis el contemide celular se mantiene dentro de
membranas por 10 que éste nunca es liberado, mientras que en la necrosis la
célula estalla liberando su contenido el cual puede ser perjudicial para el
organismo (Hirsch y col. 1997, Hoffman 1998, Kinloch y col. 1993, Thompson
1995). Las caracleristicas de la apoptosis son; reduccion del volumen celular,
formacion de cuerpos apoptdticos, condensacion de |la cromatina, fragmentacion
del DNA (Kinloch y col. 1999, Lowe y col. 2000), pérdida de la funcién mitocondial
{Costantini y col. 2000, Hirsch y col. 1997, Reed y col. 1998) y exposicién de
fosfatidilserina en la cara exterior de la membrana citoplasmatica (Fadok y col.
2000, Green y col, 2000, Woo y col. 1998). Por otra parte, las células muertas son
fagocitadas rapidamente (Green y col. 2000, Hoffman 1999, Jacobson y col. 1997,
Reiter y col. 1993) perc las células apoptéticas, al contrario de las necréticas no
inducen reacciones inflamatorias {Fadok y col. 2000, Green y col. 2000, Reiter y
cal. 1999).

La apoptosis posee funciones fisioldgicas importantes, este proceso
participa durante. el desarrollo en la formacién del organismo (embricgénesis),
eliminando estructuras que no son necesarias para el organismo (involucion), en la
eliminacion de células dafadas, ajustando el namero de células que integran un
tejido u érgano (Jacobson y col. 1997, Sen y col. 1992) y para la eliminacion de
células que no se encuentran en lugares apropiados (Hoffman 1998).

Adicionalmente, la apoptosis es el mecanismo por el cual los linfocitos T que no




reconocen los MHC's propios o son autorreactivos se eliminan {Janeway y col.
1999a). Por otro lado, la apoptosis es un mecanismo de defensa contra células
con dafio al DNA o que se encuentran en estados de hipoxia o estrés oxidativo
(Hoffman 1999), también ésta involucrada en la eliminacidn de infecciones
intracelulares y en la eliminacién de aloinjertos y heteroinjertos, en el caso de
animales multicelulares superiores este proceso apoptotico se regula por ios
linfacitos T citotéxicos (Janeway y col. 1999b).

La apoptosis es un proceso critico para mantener la homeostasis corporal,
perc también es critico en ciertos procesos patolégicos como el cancer,
autoinmunidad e infecciones virales donde la apoptosis esta disminuida. También
se encuentran los desdrdenes neurodegenerativos como el Alzheimer, desordenes
hematologicos como la anemia aplasica y et SIDA que presentan un incremento
en fa muerte celular (Thompson 1995),

La proliferacion celular parece ir a la par de la muerte celular, esto se ha
comprobado en células normales que sobrexpresan a la proleina c-myc y sufren
apoptosis ante la eliminacion de suero del medio de cultivo en mayor proporcion
que las células que no sobrexpresan esta proteina, células normales que
sobrexpresan a la proteina Ras sufren amesto celular y apoptosis. Ademas,
células que sobrexpresan a Bcl-2, que reprime la apoptosis, lienen mayor
dificultad en entrar al ciclo celular y las que sobrexpresan Bax, que induce
apoptosis, aceleran la entrada al ciclo celular (Evan y col. 1998, Lowe y col. 2000).
Esto indica que el proceso de apoptosis y la divisibn celular son procesos
acoplados, y lo que decide cuando una célula vive © muere es la intensidad de las
sefiales antiapoptélicas, provenientes de células vecinas, o las sefales
proapoptéticas del proceso de divisidn (Evan y col. 1998).

El estudio de genes gue afectan la muerte celutar por apoptosis en el
nematodo Caenorhabditis elegans llamados ced estimulé la blsqueda de sus
homologos mamiferos (Woo y col. 1898, Sen y col. 1992), los cuales fueron
encontrados y esto indicd que &l mecanismo de apoptosis es conservado en la

evolucion (Adams y col. 1998, Jacobson y col. 1997). La apoptosis es dependiente




de energia {Kinloch y col. 1999) y puede ser suprimida por inhibidores de la
sintesis de proteinas o RNA en algunos casos (Sen y col. 1992).

La apoptosis se lleva a cabo en varias etapas: una fase de iniciacién que es
muy heterogénea, una fase de decisiébn y una de degradacion o ejecucion
(Costantini y col 2000). '

La fase de iniciacion puede ser causada por sefiales extrinsecas debido a la
presencia de receptores e intrinseca para eliminar células con dafio metabdlico o
al DNA.

La apoptosis por factores extrinsecos esta mediada por receptores de la
superfamilia del factor de necrosis tumora! (TNF) (Ashkenazi y col, 1998). Los mas
estudiados de esta familia son los receptores TNF-R1 y Fas. Estos receptores al
unir su ligando se trimerizan a través de dominios de muerte (DD), después de la
trimerizacion se unen proteinas asociadas al dominio de muerte (TRADD o RIP
para TNF y FADD para Fas} las cuales conlienen dominios efectores de muerte
(DED) {Ashkenazi y col. 1998, Hoffman 1999).

la procaspasa-B se une a las proteinas asociadas al DD por el DED, al
crearse estos complejos la proximidad entre zimbégenos de caspasa B, que poseen
una actividad proteolitica baja, lleva a la formacién de la caspasa 8 por
autoprotedlisis {Hoffman 1999, Hengariner 2000). Ef DED es homologo de
dominios llamados dominio de reclutamiento de caspasas {CARD) que se
encuentra presente en las caspasas 1, 4, 5, 9, 11, 12 y 13 {Hoffman 1999).

La falta de factores de crecimiento, perturbacién en el ciclo celular, dafio al
DNA, desgaste de los telémeros, quimioterapia, radioterapia y sefiales de
proliferacion oncogénicas inician procescs intrinsecos de muerte celular
programada. La falta de factores de crecimiento desencadena muerte celular sin
posibilidad a oftra opcion debido a las sefales proapoptdticas del ciclo celular
(Lowe y col. 2000), mientras que ia hipoxia y el dafio al DNA son dependientes de
{a proteina P53 (Brown y col. 1898)

La proteina P53 es un facter de transcripcion que posee tres dominios: el
dominio aming terminal o de transactivacion de la transcripcion, el dominio de

unién secuencia especifico al DNA (SS5T) y el dominio carboxilo terminal que es el
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responsable de la tetramerizacion (P53 es un tetrdmero), de la localizacion nuclear
y del reconocimiente de dano al DNA {Peller 1998) y se postuta que P53 puede
adoptar dos configuraciones funcionales al menos in vivo (Milner 1995).

P53 regula el ciclo celular por detencién de éste en la fase G1, por
induccion del gen p21W4“Ply en |a fase G2. También decide cuando la célula
debe sufrir apoptosis y esta decisidn esta influenciada por el tipo celular, la
composicidon oncogeénica, los estimulos extracelulares, la intensidad del insulto a la
célula, los niveles de expresién de P53 y su inleraccion con otras proteinas
reguladoras o secuencias P53 especificas (Sionov y col. 1999).

La proteina P53 induce la expresion de proteinas proapoptdticas como Bax,
IGF-BP3, Fas y reprime |la expresidon de Bel-2, IGF-IR, MAP-4 y prescribina-1, esta
aclividad es regulada por el dominio SST, aungue P53 sin dominic SST es
funcional o células que se incuban en presencia de inhibidores de [a sintesis de
RNA o proteinas también son capaces de sufrir apoptosis debido a p53 por un
mecanismo poco conocido{Sionov y col. 1999).

La proteina p53 regula genes de la familia be¢l-2 para ejercer su efecto
apoptdtico, esta familia de genes se dividen en proapoptdticos en los cﬁales se
incluyen a las proteinas Bax, Bak y Box de la subfamilia Bax y Bek, Blk, Hrk, Bcl-
xs, BNIP3, Bim, Bad y Bid de la subfamilia BH3; y en antiapoptéticos los cuales
incluyen a las proteinas Bcl-2, Bel-x, Bel-w, MCL-1 y A1 que pertenecen a la
subfamilia Bcl-2 (Adams y col 1998). Los ratones “knock out” de bg/-2 son
normales al nacer pero en el lapso de una semana se distinguen de los ratones
bel-2*" y mueren a las pocas semanas, éstos presentan fifones poliquisticos,

+

inmunodeficiencia e hipopigmentacion, los ratones bclx mueren antes del

nacimiento por muerte masiva de células del sistema nervioso central y de las

células linfaticas, los ratones bax ™

son ratones sanos que presentan hipo e
hiberplasias dependiendo del tipo celular {Yang y col. 1996).

Eslos genes regulan la muerle celular dependiendo de la relacidn
apoptdtico/antiapoptdtico de la cantidad de proteinas de la familia Bel-2. Se pensé
que estas proteinas formaban homodimeros y heterodimeros entre ellos, de esta

forma cuando la relacion de proteinas Bax/Bcl-2 es menor a 1 se encontraban
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homodimeros Becl-2:Bcl-2 en forma mayoritaria dentro de la célula y ésta
sobrevive, perc si la razén BawBcl-2 es mayor a 1 se producian mas
homodimeros Bax:Bax y la célula moria, y cuando los heterodimeros Bax:Bcl-2
eran los que prevalecian entonces la célula se encontraba en un estado de
indecision (Yang y col. 1996), aungue la demoslracion de que el detergente
utilizado en la lisis de las células interfiere con la dimerizacion (Hsu y col. 1897) y
también el hecho de que se demostro gue Bcel-2 es una proteina monomérica ante
cualquier estimulo{Conus y col. 2000) ha creado controversia sobre si esto
realmente pasa en condiciones fisicldgicas.

La proteina Bcl-2 estd localizado en las membranas del reticulo
endoplasmico, de la membrana nuclear y la membrana externa de la mitocondria
mientras que Bax es citosdlica. Bax es monomérica, aunque se ha encontrado in
vitro que puede formar multimeros de orden superior (Conus y col. 2000), y
después de un estimulo apoptdtico Bax se transloca a la mitocondria, previa
dimerizacion pues si se forman dimeros arfificiales de Bax se mimetiza el estimulo
apoptético {Gross y col. 1998).

Bcl-2 esta relacionado con el mantenimiento de la funcidén de ta mitocondria,
y la sobrexpresion de Bax y su translocaciéon a la mitocondria causa dos efectos
importantes. El primero es la transicidn de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, y dependiendo de la intensidad de ésta la célula puede morir por
necrosis o apoptosis (Hirsch y col. 1997). La transicién de la permeabilidad esta
causada por un incremento en el Ay que puede estar relacionado con el
hinchamiento de la mitocondria y de la falla de intercambio de ADP por ATP con
una subsecuente disminucion det Ay (Li y col. 1999) a lo que le sigue la liberacion
de citocromo ¢ de la mitocondria, aungque esta salida se observa también en
mitocondrias con Ay normal (Martinou y col. 2000). La liberacion de! citocroma c y
el factor inductor de apoptosis (AIF} marcan el segundo evento controlado por la
familia Bcl-2 (Reed y col. 1998). £l citocromo ¢ se une a Apaf-1 lo cual causa la
aclivacién de la pro-caspasa 9 (Hengartner 2000)

Las caspasas son cislein proteasas que se encuentran como zimogenos

con prodominios grandes, p20, y subunidades cataliticas pequedas, p10. Las
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caspasas 8 y 9 degradan a la procaspasa 3 para activarla y la procaspasa tres
degrada otras proteinas para activarias o inactivarlas, entre éslas se encuentran:
la DNAsa activada por caspasas, lamininas nucleares, citoesqueleto, PARP y
PAK2. Esta serie de degradaciones son las que causa la morfologia caracteristica
de la apoptosis (Hengartner 2000).

Las caspasas pueden ser inhibidas por proteinas de la familia AP
(proteinas inhibidoras de la apoptosis), al unirse a la caspasa 3 ¢ 7, caspasas que
se activan rio arriba, de esta manera inhiben la apoptosis causada por Fas o Bax y
sobrexpresion de una proteina de esta familia llamada survivina esta
correlacionada con enfermedades neoplasicas mas agresivas(Tamm y col. 1998B),
Para regular ta aclividad de las IAP se libera de la mitocondria a la proteina
DIABLO/Smac (Hengartner 2000).

La proteina P53 puede causar apoptlosis sin la participacion de Bax, por
medio de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) la cual es inhibida
por Bcl-2. Por lo que a Bel-2 tambien se le atribuye actividad antioxidante(Li y col.
1999).

Otra forma de inducir apoptosis es por medio de linfocitos T citotoxicos
(CTL). Al reconocer células exirafias o infectadas, los CTL liberan citotoxinas, una
de ellas, la perforina, genera poros en la membrana por la formacion de
multimeros por donde las ofras citotoxinas, las granzimas, son introducidas a la
célula. La granzima B entonces activa por protedlisis a la caspasa-3
desencadenando la serie de eventos propios de la muerte celular programada
(Janeway y col. 1997b). El proceso de apoptosis se representa en la figura IV-3

Por ultimo las células son fagocitadas por macréfagos a través del
reconocimiento de fosfatidilserina, la unidn de fosfatidilserina causa la liberacion
de citocinas inmunodepresoras (TGF-f) e inhibe la liberacidn de citocinas
inflamatorias (TNF-a) por parte de las células fagociticas (Fadok y col. 2000). Este
proceso de ingesta de células apopldticas causa una reduccion en la citotoxicidad
contra células tumorales por parte de las células del sistema inmune y de hecho
en cultivo causan un incremento en el crecimiento de células tumorales (Reiter y
col. 1999).
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4.2.2.2. Mecanismos de accion de los farmacos antineoplasicos.

Los farmacos utilizados en la terapia contra el cdncer poseen diversos

mecanismos de accion, debido a la variedad de blancos moleculares de éstos, por

lo tanto las estructuras quimicas son de 1o mas diversas.

a)

Agentes alquilantes: Estos compuestos marcaron el inicio de la
qulimioterapia contra el cancer con el uso de las mostazas nitrogenadas.
Las mostazas nitrogenadas reaccionan schre los nucleofilos celulares y en
el DNA principalmente sobre la posicién 7 de la guanina y los agentes
alquilantes bifuncionales causan una union de tipo covalente entre las dos
cadenas del DNA. Aunque estos farmacos no actdan sobre una fase

especifica del ciclo celular, se observa mayor sensibilidad al final de 1a fase

- G1y en la fase 3. Ejemplos de este tipo de farmacos son el clorambucil,

b)

c)

d)

busulfan y mitomicina C (Gringauz 1997, Chabner y cot 1996).
Antimetabolitos: Estos agentes interfieren con el metabolismo de purinas y
pirimidinas causando una disminucion en a reserva de nucledtidos, en este
grupo se incluyen los analogos del folato, de aminoacidos, de purinas y
pirimidinas que participan en la biosintesis de las bases nitrogenadas de!
DNA. Actlan en la fase S del ciclo celular. Ejemplo de analogo del folato es
el metotrexato, de las pirimidinas el 5-fluorouracilo, de las purinas la 6
mercaptopurina y de los aminoacidos la azaserina {Gringauz 1997, Chabner
y col 1996)

Inhibidores de las lopoisomerasas | y II: Estos fArmacos estabilizan la unién
de un complejo de topoisomerasa | 6 |l con el DNA causando rupturas de
una o las dos hebras dependiendo de la enzima que se irate. Estos
inhibidores actian en las fases S y G2. Ejemplos de inhibidores de la
topoisomerasa | son la camptotecina y el topecan y de la topoisomerasa ||
el etoposido y el tenoposido. (Gringauz 1997, Chabner y col 1996).
Antibidticos antitumorales, Provienen de microorganismos del genero
Streplomyces y presentan la caracteristica de intercalarse entre las bases
nitrogenadas del DNA de forma horizontal debido a fuerzas de Van der

Waals, puentes de hidrogenc e interacciones idnicas, esto causa la
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e)

f)

9)

inhibicion de la sintesis de RNA y DNA ademas algunos presentan la
propiedad de formar radicales libres de oxigeno que originan la ruptura de
las cadenas de DNA. Ejemplos de este tipo de farmacos son la actinomicina
D, la daunorrubicina y 1as bleomicinas A; y B (Gringauz 1997, Chabner y
col.1996)

Inhibidores de la mitosis: Se incluyen en este grupo a los alcaloides de la
vinca, vinblastina y vincristina, la podofitotoxina y el paclitaxel. A excepcion
del paclitaxel, estos compuestos se unen a la {ubulina y evitan su
polimerizacidn deteniendo a las células en metafase {Gringauz 1997,
Chabner y col. 1996). El paclitaxel se disculira mas adelante.

Agentes hormonales: Utiles en el tralamiento de cancer dependiente de
hormonas como el de mama, prostata y cérvix. Estos farmacos se unen al
receptor de hormonas esteroides y promueven su migracion at nuicleo, de
esta manera se vuelve antagénica la accidn de estos cdmpuestos. Algunas
veces se ulilizan andrégenos para contrarreslar los efectos de los
estrogenos y viceversa. Ejemplos de eéle tipo de farmacos son el tamoxifen
y la nafodixina. (Gringauz 1997, Chabner y col.19986)

Otros: En este grupo se incluyen farmacos con diversos mecanismo de
accion como el cisplatino que forma aductos con el DNA, la procarbazina
que No posee un mecanismo de accion claro y la L-asparaginasa que

hidrotiza ta asparagina {Gringauz 1997, Chabner y col-1996).

4.2.3 Paclitaxel.

El paclitaxel es un diterpeno aislado originalmente del arbol Taxus brevifolia con
un rendimiento del 0.007 %, por ese motivo se prefirié la semisintesis a partir de
metabolitos secundarios de Taxus baccafa Linnaeus y de Taxus wallichiana
Zuccarini (Pezzuto 1996). La primera muestra pura de este compuesto se obtuvo
en 1966 y la estructura se reportd en 1971 (fig. IV-4) (Suffnes y col, 1995},

El taxol estd indicade en el cancer de ovario, mama, de células no

pequenas de pulmon, de esofago, de vejiga, de endometrio, de cérvix, linfoma y

sarcoma de Kapasi (Crown y col. 2000, Pezzuto 1996).
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Este farmaco es un inhibidor de la mitosis, y a diferencia de los alcaloides
de la vinca causa la estabilizacidn de los microtibulos (Shiff y col. 1979}, esta
estabilidad se da per la union del paclitaxel a la unidad f§ del dimero de tubulina y
los aminoacidos B1-31 y p217-233 son importantes para la union {Giannakakou y
col. 2000)

Los efectos celulares del paclitaxel son dosis y tiempo dependientes y éstos
son: inhibicion de la proliferacion, centrosomas mitdticos con arreglos de
microtibulos no asociados con el centromerg, incremento en la concentracion de
tubulina posiblemente por la induccidén de la expresion de ésta, resistencia a la
despolimerizacion y apoptosis (Schmitt y col. 1998, Valle 1995).

El paclitaxel causa que los microtdbulos no sean funcionales y sostiene un
blogueo entre la vecindad de las fases metafase y anafase de la mitosis (Rowinsky
1999).

Dentro de su farmacocinética se tiene que se une extensivamente a
proteinas plasmaticas, su volumen de distribucidn es muy grande y su penetracion
al SNC es deficiente (Crown y col. 2000). Se administra por goteo intravenoso
usando como vehiculo Cremoféro EL (50 % etanol y 50% aceite d-e ficino
polietdxilado) (Chabner y col. 1996). E! paclitaxel es substrato de la glicoproteina
P, lo que explica la baja concentracién en SNC y algunos casos de resistencia
{Rowinsky 1999}, pero se ha abservado que el Cremoféro EL aumenta la
sensibilidad de |as células que expresan esta proteina a la accion del paclitaxel
(Suffness y col. 1995),

Al administrar este farmaco se ha observado la fosforilacion de la proteina
Bci-2 impidiendo de esta manera su efecto antiapoptotico (MHaldar y col. 19953,
eslta fosforilacion al parecer esta mediada por Raf-1, una serinftreonin cinasa que
participa en sefiales de transduccién. El paclitaxel puede modular la expresion de
genes posiblemente a través del NF-xB e inducir apoptosis, sin que sea necesaria
la estabilizacién de microtibulos, 1o cua!l es inhibido por glucocorticoides (Huang y
col. 2000).
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Fig. iV-4 Estructura quimica del paclitaxel. El paciitaxel consta de un anillo taxano como niclec.
Es una molécula poco soluble en agua y el primer estudio estructura actividad mosird que el

nicleo taxano y la cadena C-13 son esenciales para su actividad (Suffness y col. 1885).

Los efectos adversos de este medicamento son varios e incluyen
mielosupresidon, neuropatia, encefalopatia, mialgia, fatiga, alopecia, diarrea y
toxicidad de mucosas, piel y ufas (Crown y col. 2000, Rowinsky 1999). EI
paclitaxel ademas tiene propiedades similares a las endotoxinas que estimulan la

sintesis de citocinas proinflamatorias y oxido nitrico en macréfagos.

4.2.4 Epotilonas.
La naturaleza ha proporcionado una amplia variedad de sustancias que mejoran la
calidad de vida de los seres humanos, como ejemplo tenemos al Acido
acetilsalicilico, la penicilina y farmacos antitumorales como el paclitaxel, vincristina
y actinomicina D. Los productos naturales son la esperanza mas prometedora
para el tratamiento del cancer {Pezzuto 1996).

El paclitaxel ha tenido un éxito clinico y comercial considerable {Cowden y
col. 1957, Nicolau y col, 1998) y en los afos noventa se vendid en mas de 60
paises en todo el mundo recaudando aproximadamente 813 miliones de ddlares
solamente en 1996 (Nicolau y col. 1998). La busqueda a nivel mundial de nuevos
compuestos con un mecanismo de accidon similar al Paclitaxel ha llevado al
descubrimiento de nuevas moléculas (Cowden y col. 1997) como la epotilona A y
B, la discodermolida obtenidec de una esponja marina y

eleuderobinasfsarcodictinas obtenidas de corales (Giannakakou y col. 2000). De
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eslos compuestos las epolilonas son estructuralmente las mas sencillas, fueron
aisladas a partir de cultivos de la mixobacteria Sorangium celflulosum cepa Soce90
recolectada de una muestra de lierra del rio Zambesi en Africa del Sur por el
Gesellschaft Fir Biotechnologische Forsching de Alemania, demostrando actividad
contra hongos, bacterias y lineas celulares tumorales animales{Nicolau y col.
1998).

En 1995 Bollag y col., del departamento de investigacion de Merck aislaron
de forma independiente ambas epotilonas a partir de S._ceﬂuiosum cepa SMP44, y
demostraron in vitro su actividad de estabilizar microtdbulos a partir de dimeros de
tubulina extraidos de cerebros bovinos. Utilizando células Rat-1 demostraron in
vivo que los arreglos de microtibulos eran idénticos a los que producia el
paclitaxel, y esta estabilizacion en |a polimerizacion de la tubulina era resistente al
tratamiento con calcio y a temperaturas bajas. Normalmente los microtubulos en
presencia de calcio o bajas temperaturas se despolimerizan.

Al realizar estos investigadores estudios de competencia por el sitio de
union del paclitaxel, mostraron que ambas epotilonas se unen al mismo sitio de la
twbulina al que se une el paclitaxel y en otros experimentos demostraron que las
epotilonas causan un arresto en la fase G2/M del ciclo celular y muerte por
apoptosis.

Una ventaja de las epotilonas sobre el paclitaxel es que las epotilonas no son
substratos para la glicoproteina P ya que las células KBV-1 y A2780Ad que
presentan mubltirresistencia a farmacos son mas sensibles a las epotilonas que al
paclitaxel (Bollag y col. 1995, Qjiwa y col. 1999). Siendo la epotilona B mas
potente en un rango de 2000 a 5000 veces que el paclitaxel (Nicolau y col. 1998).
Con respecto a su capacidad de estabilizar microtdbulos la epotilona B es mas
eficiente que !a A y ambas mas eficientes que el paclitaxel (Nicolau y col. 1998).
Por otro lado tas epotilonas son mas hidrosolubles y se pueden obtener por
fermentacion de Sorangium celfulosum (Sérvice 1996)

Las epotilonas son policétidos que incluyen una lactona macrociclica de 16
atomos de carbono que posee siete centros opticamente activos, una cadena

tiazolada y un epéxido (Fig. IV-5) {Cowden y col. 1997}, de hecho el nombre de

29




epotilona proviene de sus unidades estructurales epoxido, tiazol y cetona (Nicolau
y col. 1998). Las epotilonas son andlogos estruclurales de macrélidos como la
eritromicina, chalcomicina, carbomicina, rosamicina y rizocina (Nicolau y col. 1998,
87 Bollag y col. 1985},

4.2.5. Aril fosfatos
El fosforo dentro del organismo ocupa cerca del 1 % del peso corporal. £] grupo
fosfato u ortofosfato forma parte de! contenido mineral de huesos y dientes como
Caa(POu4)2 y Cas{PO.):0H y forma parte de las bases nirogenadas del DNA y
RNA (Chang 1992).

El ion fosfato existe en una amplia variedad de estructuras resonantes
equivaientes(Fig. IV-6) las cuales estabilizan notablemente al idn por resonancia,
cuando el fosfato forma uniones éster no todas las estructuras resonantes son
posibles por lo que la hidrélisis de! grupo fosfato esta termodinamicamente
favorecida. El fosfato esta implicado en almacenamiento de energia en la forma de
ATP principalmente y en la regulacién metabélica mediante fosforilacion de

proteinas especificas en residuos de serina, treonina o tirosina.

R=H: Epotilona A

R=Me: Epotilona B

Fig V-5 Estructura quimica de las epotilonas A y B.
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Fig. IV-6. Estructura del ion fosfato. a) El ion fosfato POf‘ puede tener hasta 4 estructuras de
resonancia equivalentes por lo que en su eslructura las tres cargas negativas estan
deslocalizadas y la forma mas correcta de representar este ion es como se encuentra en b) esta
deslocalizacién electronica le confiere una geometria tetraédrica

Se ha observado gque algunos tumores presentan un nivel de actividad de
fosfatasas elevado, las fcfsfalasas acidas se dividen en tres grupos dependiendo
de su pesc molecular, las de mayor peso son de 200 KDa ¢ 100 KDa
aproximadamente y las de menor peso son de 35 KDa o menos. Las de alto peso
molecular son lisosomales y se inhiben con tartrato y fluoruro mientras que las de
bajo peso molecular son citoplasmaticas y no son inhibidas por tartrato o fluoruro.
Las fosfatasas acidas de bajo peso molecular son activas sobre fosfotirosil
proleinas (Zhang y col. 1990).

La actividad de las fosfatasas acidas de bajo peso molecular se mide
utilizando p-nitrofenilfosfato que al ser hidrolizado por las fosfatasas libera p-
nitrofenol. El estudio de la especificidad de una fosfatasa acida aislada de corazdn
de bovino indicd que este tipo de enzimas son especificas para hidrolizar
arilmonofosfatas, tirosina monofosfato y monofosfato de fiavina. De ios aril
monofosfatos el fosfato de fenilo y el 2-etilfenilfosfato son substratos adecuados,
mientras que el fosfato de bencilo no es reconocido por la enzima; los compuestos
con mas de tres dtomos de carbono entre el fenil y el fosfato son substratos
moderados (Zhang y col. 1990).

La hidrélisis de los aril fosfatos genera alcoholes y en el caso del fosfato de
fenilo se produce fenol. E! fenol puro es un solido incoloro o blanco de olor dulce y
alquitranado, el fenol puede ser de origen natural o sintético. Su entrada al

organismo puede ser a través de via oral, aérea y/o cutanea y su eliminacion es
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por via urinaria 24 h después de su entrada al organismo, el fenal también es
producido de manera endégena en muy baja cantidad.

El fenol es antiséptico a bajas concentraciones, es anestésico y se usa en
soluciones contra el dolor de garganta y en soluciones isotonicas que contienen
fenol a muy bajas concentraciones inyectadas en nervios periféricos, disminuyen
el dolor de algunos desordenes nerviosos, tienen accion queratolitica y es auxiliar
para eliminar manchas y verrugas de la piel y en la industria se utiliza en la
produccion de resinas fendlicas, caprolactam y bisfenol A por mencionar soio
algunas sustancias ademas de ser usado como desinfectante . La International
Agency for Research on Cancer ha colocado al fenol dentro de los compuestos no
clasificables con respecto a la induccion de cancer en humanaos debido a que los
datos epidemioldgicos y los estudios en animales de laboratorioc no son
concluyentes (ATSDR 2001).

El fenol causa citotoxicidad por un mecanismo en el cual estan involucrados
radicales libres (Goldman y col. 1999, Hansch y col. 2000, Selassie y col. 1998), el
cual lleva a la formacion del radical fenoxilo que a! oxidar otros substratos genera
nuevamente fenol, por lo que su mecanismo de accion es ciclico {Goldman y col.
1999, Selassie y col. 1998). Estudios realizados en células de leucemia HL-60
mostraron que el fenol causa dafno oxidativo en las células, lo cuat se reflejé en la
oxidacioén de tioles presentes en proteinas, oxidacion de lipidos y formacion de
productos hidroxilados de ia guanina. En este sistema la formacion del radical
fenoxilo fue mediada por la mieloperoxidasa ya que cuando se inhibia la sintesis
de esta proteina, la capacidad del feno! para causar estrés oxidativoe se disminuia
considerablemente (Goldman y col. 1999). Otras perdxidasas, la prostaglandina
sintetasa y la tirosinasa también estan involucradas en la formacién del radical
fenoxilo {Selassie y col. 1998).

Los radicales libres se producen normalmente dentro de las células, por
ejemplo los linfocitos y fibroblastos los producen en cantidades bajas, en donde
actuan como reguladores del crecimiento. Forman parte de los mecanismos de
defensa durante el estallido respiratorio de células fagociticas. El éxido nitrico

sintetizado dentro de células endoteliales a partir de la L-arginina es e! activador
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de la guanilato ciclasa que regula el lono vascular a través de ¢cGMP; participan en
el controt y mecanismo de enzimas como la ribonucledtido difosfato reductasa, el
citocroma P450, la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa y ademas son productos de
enzimas como la xantina oxidasa y la NAD{P)H oxidasa (Rice-Evans y col. 1993).

Duranie la respiracion oxidativa, donde el oxigeno es reducido a agua, se
forma en muy baja proporcidn peréxido de hidrégeno y radical superdxido (Méller y
col. 1996}, pero en periodos de isquemia seguidos por reperfusion estas especies
se producen en gran cantidad, el perdxido de hidrogeno y el superdxido son poco
citoloxicos, pero su reactividad puede ser amplificada al reaccionar con iones de
melales de transicion, proteinas con grupo hemo y oxido nitrico. Por ejemplo los
iones de hierrc y cobre pueden catalizar la conversion de perdxido de hidrogeno y
el superdxido al radical hidroxilo el cual es altamente reactivo (Rice-Evans y col.
1993).

El radical fenoxilo es una especie estable debido a que el radical formado
en el oxigeno del hidroxilo puede ser estabilizado por resonancia en el anilio
aromatico, por otro lado el radical fenoxilo a diferencia de las especies reactivas
de oxigeno es hidrofdbico lo que ayuda a su movimiento dentro de la célula por los
sistemas de membranas (Hansch y c¢ol. 2000, Selassie y col. 1998).

Los radicales libres al interaccionar con lipidos insaturados forman radicales
alquilo, los cuales toman oxigeno para generar radicales alquilperoxido que
pueden reaccionar con lipidos adyacentes para formar reacciones en cadena de
radicales libres, con proteinas de membrana o con ofros radicales alquilperoxide
{Rice-Evans y col. 1993).

Cuando los 1,3 dienos producidos durante la reaccidn en cadena de
radicales libres reaccionan entre ellos forman polimeros de lipidos que estan
asociados con la pérdida de teno muscular vy elasticidad de ia piel con la edad.
Durante esta serie de reacciones se puede formar malonaldehido, por la lisis de
endoperdxidos, que al reaccionar con grupos amino de proteinas o acidos
nucleicos da como resultado productos entrelazados coloridos llamados
lipofucsina, los cuales se incrementa con la edad en células nerviosas, cerebro y
corazon {Scott 1995).

33



Los radicales libres pueden reaccionar con proteinas a través de los
residuos de aminodcidos lo cual puede inducir cambios en la estructura
secundaria o terciaria de la proteina o su destruccion (Rice-Evans y col. 1993).

E! dafio oxidativo al DNA implica dafo a las bases nitrogenadas Yy la
formacién de 8-hidroxidesoxiguanina es un indicador de que este dano esta
ocurriendo. Por olro lade, el dafio al ciloesqueleto puede alterar la expresion y
transcripcion genética, interacciones del mRNA con los ribosomas y 1a distribucidn
de proteinas de membrana (Moéller y col. 1996).

Como ya se menciend el radical fenoxilo es estable, pero no se puede
descartar que al flegar a un sitio susceptible pueda causar dafio oxidativo. Se ha
comprobado que este radical es muy reactivo contra grupos sulfhidrilo que
eventualmente forman superoxide a partir de radicales tiol o disulfuro y de esta
manera el radical fenoxilo es capaz de generar especies reactivas de oxigeno y
dano oxidativo al DNA o proteinas (Selassie y col. 1998). La oxidacion casi
selecliva de sulfhidrilos a disulfuros que presentan los fencles puede afectar la
actividad de enzimas como factores de transcripcion, receptores y canales que se
regulan por mecanismas redox y de parlicular interés son las caspasas las cuales
pueden estar reguladas a través de cisteinas (Goldman y col. 1999),

Los estudios cuantitativos de [a relacion estructura actividad del fenol
indican que la citotoxicidad de este compuesto depende de un balance entre la
densidad electronica del anillo aromatico y la hidrofébicidad; ya que grupos
electroatractores estabilizan el radical y el fenol seria por io tanto menos reactivo.
Por otro lado grupos electrodonadores harian al radical fenoxilo inestable y
reaccionaria solo con las biomoléculas cercanas (Selassie y col. 1998) La
presencia de los sustituyentes del fenol por lo tanto son los que determinaran la
facilidad de extraer un H y la potencia reactiva del radical fenoxilo formado. La
hidrofébicidad estd implicada en el movimiento del feno! dentro de la célula y en
generar toxicidad no especifica por la interaccion de este compuesto con
membranas {(Hansch y col. 2000).

Una caracteristica de una variedad de celulas con alto grado de division es

la generacion de cantidades elevadas de especies reactivas de oxigeno {(Hansch y
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col. 2000), ademas se ha reportado que el dafio oxidative dentro del tejido tumoral
es mayor que el de ios tejidos sanos. Los tumores estan frecuentemente infiltrados
por céiulas inflamatorias que generan una cantidad significativa de especies
reactivas de oxigeno aunado a que algunos tumores generan gran cantidad de
perdxido de hidrogeno (Shacter y col. 2000}). Estudios hechos con el 4-hidroxi-3-t-
butilanisol demostraron que este compuesto posee mayor actividad citotoxica
contra una linea celular de cancer de glandulas salivales que contra una linea de
fibroblastos gingivales normales de humano, y esta actividad puede ser atribuida
a la capacidad de este compuesto de generar y destruir radicales libres (Satoh y
col. 1999).
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4.3. Descubrimiento de nuevos fairmacos citotéxicos.

Los primeros trabajos sobre farmacos cilotoxicos fueron los de Goodman y col.
para el fratamiento de leucemia con mostazas nitrogenadas en 1946, el uso de la
aminopterina en 1848 y el de la 6-mercaptopurina en 1953. Durante los primeros
afios de la década de los cincuenta en E.U. se realizaba el ensayo de citotoxicidad
de nuevos compuestos en el Sloan-Ketlering Institute for Cancer Research pero
debido a su capacidad limitada se cred en 1955 e! National Cancer Institute (NCI)
{Sufiness y col. 1995).

Ei NC! ha probado miles de compuestos y extractos desde su creacion
(Boyd 1989), en los primeros afios del NCI se utilizaron como modelo para
identificar compuestos contra el cancer ratones que desarrollaban neoplasias de
tres tipos: leucemia, sarcoma y carcinoma (Trisha 1997). Estos modelos fuercn
desechados porque los compuestos activos que se encontraban al ser probados
en pacientes humanos con cancer no funcionaban de la misma forma que en los
ratones (Trisha 1997).

En el periodo de 1975 a 1985 se cambio el esquema y se iniciaba la
seleccidn con ratones injertados con la linea celular de leucemia murina P388 y
los compuestos activos pasaban a una segunda etapa donde eran confrontados
contra un grupo de 4 a 8 lineas celulares animales y humanas heteroinjertadas en
ratones desnudos, pero los compuestos identificados como activos so0lo lo eran
contra leucemia y muy pocos conlra tumores sélidos (Boyd 1989, Trisha 1997,
Weinstein y col. 1997). En un estudio del NCI donde se probaron 12 farmacos
antineoplasicos que se utilizaban en el fratamiento del cancer contra 48 lineas
celulares humanas injertadas en ratones no mostraron un efecto citotoxico
apreciable, por lo que se concluyd que los estudios a través de este método
podrian estar perdiendo compuestos activos (Trisha 1997).

Para evitar que los compuestos solo fueran activos contra leucemia se tomé
ta decisién de aumentar el numero de células utiizadas en la primera parte de!
ensayo y éstas ademas debian ser de diferente origen, pero realizar este ensayo
in vivo era costoso y poco practico (Boyd 1989).
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Por las razones anteriores en 1985 se establecid un métedo in vitro para la
realizacion de la seleccion primaria de nueves compuestos en un panel de 60
lineas celulares humanas y se partié de la hipotesis de que un compuesto que
fuera activo contra una linea celular especifica podria predecir la eficacia de este
compuesto contra el cancer del mismo origen (Weinstein y col. 1997). El panel
incluye lineas de diversas partes del organismo come son pulmdn, colon,
melanoma, rifdn, ovario, sistema nervioso central, leucemia y mama (Alley y col.
1988, Weinstein y col. 1997), las cuales fueron evaluadas en su velocidad de
crecimiento ademas de analizadas por métodos enzimaticos y microbioldgicos
{Alley y col. 1988).

Los ensayos con lineas celulares estdn arrojando gran cantidad de
compuestos con actividad citotdxica (Trisha 1997} que proveen informacion
valiosa sobre los mecanismos moleculares. Ademas al contar con una base de
datos que se enriquece con cada nuevo compuesto descubierto se puede buscar
un patron estructural y mecanistico del compuesto, lo gue brinda ia posibilidad de
crear grupos farmacoféricos y mecanismos de accidn nuevos, A través de este
programa se reduce considerablemente la cantidad de compuestos que'pueden
ser llevados a fases clinicas (Weinstein y col. 1997). En la fig. IV-7 se muestra el
esquema de desarrollo de Ia fase preclinica actual.

Aunque el uso de lineas celulares es ventajoso por la sencillez tecnica que
presenta, ios compuestos que han llegado al uso clinico con esta metodologia ain
s0n muy pocos para juzgar la capacidad predictiva de este modelo (Boyd 1989).

los compuestos probados se cbtienen de bibliotecas quimicas de
compuestos sintelizados o semisintetizados en laboratorios farmacéuticos,
universidades e institutos de investigacién. Estos compuestos son de bajo peso
molecular por lo general, y se oblienen ademas de fuenies naturales
principalmente de hongos con una pequefia contribucién de actinomicetos y
plantas (Bevan y col. 1995). El tamizaje convencional se puede aplicar sin
informacion estructural previa por lo que puede llegar a ser empirico, ademas se
puede aplicar a cualquier molécula y blance molecular por lo que el grado de éxito

es aceptable. Por otro lado estd el disefio racional donde fa especificidad del
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farmaco se disena previamente en base a conocimientos estructurales previos, lo
cual esta limitado por los programas de computo y como el tipo de ensayo para
eslos compuestos se basa en restaurar o eliminar un blanco molecular especifico

el exito es muy limitado (Bevan y col. 1995).

[ Compuesto nuevo

A

1" etapa: Enfermedad — dirigida. Tamizaje
utilizando un panel de lineas celulares
humanas

y

2% etapa. Evaluacién in vivo de lineas
celulares sensibles

|

r Estudios de formulacion y toxicologia ]

4

Fases clinicas [; Il y 111

Fig IV-7 Fases del desarrolio preciinico de un compuesto citotdxico

Adicionalmente los métodos de seleccion de los compuestos citotoxicos
estan modificAndose para encontrar moléculas que ataquen o corrijan un blanco
molecular determinado. Un ejemplo de esto es obtener compuestos para
estabilizar los microtubulos mediante el ensayo creado por Bollag y col., a través
de este método el investigador puede probar mas de 300 muestras al dia. O
compuestos que restauren la funcién de p53 tal y como Io hicieron Foster y col. en
el centro de investigacion de Pfizer, ellos idearon un méledo de identificar
compuestos que restauraran la funcidn y conformacion de p53 mutante mediante

el uso de anticuerpos, con este método probaron cerca de 100,000 compuestos, y
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de los compuestos que restauraban la funcién y confarmacion de p53 se encontré
que también eran antitumorales in vivo.

De trabajos como fos anteriores se observa la necesidad de hacer seleccidn
de compuestos a gran escala y que esta seleccion se base en un blanco
molecular, es decir, se da prioridad al descubrimiento de nuevos blancos
moleculares y compuestos gque actuen a este nivel que encontrar compuestos

nuevos de mecanismo desconocido.

4.3.1. Métodos para medir 1a viabilidad celular.

Los métodos para medir la vizbilidad son diversos y pueden ser rapidos,
generalmente basados en la integridad de ta membrana celular por exclusién o
captura de colorantes {exclusidon de azu! de tripano, eritrosina; captura de
diacetilfiuoresceina} o por captura y retencidn de iones radiactivos &'er)
(Freshney 1994b).

Los ensayos que se utilizan para medir la viabilidad después de la
exposicion de células a un compuesto citotdxico no pueden estar basados en la
integridad de la membrana porgque estos ensayos se realizan a tiempos donde las
células muertas podrian haber desaparecido por ruptura, En su lugar se utilizan
ensayos, que son indirectos y se clasifican en dos tipos: los metabdlicos y los de
sobrevivencia (Freshney 1994b),

Los ensayos metabdlicos miden la capacidad de la célula de seguir
realizando sintesis de DNA (que se puede medir utilizando timidina-*H), de
proteinas (por el meéetodo colorimétrico de la sulforrodamina B o utilizando
aminodcidos radiactivos) o midiendo |a capacidad de realizar respiracion aerdbica
{ensayo del MTT); los ensayos de sobrevivencia miden ta capacidad de la célula
de segquir proliferando después del tratamiento {ensayo clonogénico} (Freshney
1994b).

Estos ensayos in vitro presentan limitaciones debido a que la toxicidad que
se mide es solo un evento celular y puede ser sobrestimada y solo pueden ser
extrapolados con precaucion a situaciones in vivo. El ensayo clonogénico que se

consideraba como estandar cuando se realizé un estudio con células p21* y
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p21*" las cuales se irradiaron in vitro no mostré diferencias en sensibilidad, pero al

+f+

realizar el mismo tralamiento in vivo se observo que las células p21 ™ formaban
tumores y las células p21™ mostraban una regresion significativa del tamario de
los tumores{Waldman y col. 1997).

De lo anterior se concluyé que el ensayo clonogénico fallo en predecir la
utilidad de la radiacion en los animales que poseian el tumor y se demostro que
este ensayo no es infalible, pero eso no significa que el ensayo no es eficaz sino
que es Gtil en ciertas condiciones (Waldman y col. 1997) lo cual podria ser el caso

para todos los métodos utilizados para medir |a viabilidad celular.

4.3.2 Técnica del MTT.

La técnica del MTT es una de las mas utilizadas y provee una forma répida y facil
de medir la viabilidad celular (Carmichael y col. 1987) y se basa en la capacidad
de las células viables de reducir el bromurc de 3-(4,5-dimetiliazol-2-i1)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) soluble en agua y de color amarillo a un compuesto
insoluble en agua y de color purpura (formazén del MTT), de este modo la
reduccidn del MTT es directamenie proporcional a la cantidad de células
viables(Alley y col. 1988, Plumb y col. 1989).

Utilizando homogeneizados de higado de rata se encontrd que la reduccion
del MTT se lleva a cabo en la cadena respiratoria al nivel de ia ubiquinona y los
citocromos b y ¢, aunque no hay suficiente evidencia para afirmar que el Gnico sitio
de reduccidn es la mitocondria porque el MTT también acepta electrones de
substratos reducidos y coenzimas como el NADH y NADPH (Vistica y col. 1991).

La técnica se utiliza principalmente para medir la viabilidad celutar
después de un tiempo de exposicidon a un compuesto con posible actividad
citotéxica, para esto se agrega un numero de células apropiado en placas de
cultive y cuando se alcanza la fase de crecimiento exponencial, se agrega el
compuesto a las células. Al adicionar el MTT se deben incubar las placas por lo
menos cuatro horas para que la reduccién del MTT se realice de forma
proporcional al nimere de células viables.
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El formazan formado se extrae de las células utilizande DMSO y se lee la
absorbancia a 540-570 nm. Aunque los solventes que se ulilizan para disolver el
formazan son varios (HC! en isopropanol 0.4 N, dimetilformamida, hexano,
propilenglicol y DMS0), el DMSO es el mas conveniente para el ensayo ya que la
extraccion del formazan de las células es rapida, debido a que no se necesita un
métode de lisis, la solucion ademas es estable por mas tiempo y la absorbancia

abtenida con este disolvente es adecuada (Alley y col. 1988).

- S
Br+4l/ |
N_E\IIN
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N

Figura IV-8 . Estructura quimica del bromuro del 3-{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolio
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Fig IV-8 Reduccidn del MTT. La reduccion se lleva a cabo en el anillo tetrazolio el cual se abre ¥y

la amina cuaternaria se modifica a una amina terciaria (Plumb y cot, 1989).
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En el presente trabajo se evalud la actividad citotdxica de dos compuestos
relacionados con la epotilona, cuatro aril-fosfatos y un derivade del fenol en lineas
celulares tumorales humanas y una de hamster (Hela, C-33, Calo, SW6E20,
SW480, CHO y MCF-7 ). La técnica para medir la viabilidad celular fue la técnica
del MTT. Todos los experimentos se llevaron a cabo en presencia de un control
negativo, un control de disolvente para cada experimento y un control positivo

utilizando paclitaxel.
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V. Metodologia.

5.1. Mantenimiento de lineas celulares.

Todos los procedimientos se realizan dentro de una campana de fiujo laminar. El
material utilizado en la maniputacion de medio de cullivo o lineas celulares debe
ser estéril y limpio.

5.1.1 Descongelacidén de las lineas celulares,

a) Se prepara el medic de culivo D-MEM y se Heva a 37 °C
aproximadamente. Se colocan 3.5 mL en una caja Petri de 5 cm
previamente rotulada.

b) Se saca el criotubo del Ny que contiene las células con las que se va a
trabajar y se descongela el contenido con agua tibia o con la manoc.

c} Se agrega el contenido del criotubo en la caja Petri y se distribuye el
contenido con movimientos circulares suaves.

d) Se incuba a 37 °C, 5 % de CO; por dos horas o hasta que las células se
adhieran a la superficie de 1a caja Petri y se cambia e! medio de cultivo por

medio fresco.

5.1.2 Propagacidn de 1a linea celular. ‘
5.1.2.1 Se observa el cultivo celular en un microscopio invertido, si el nivel de
confluencia es escaso y se observa detritus
a) Se aplican movimientos circulares suaves a la caja y el medio de cultivo se
decanta ¢ se succiona con ayuda de una pipeta Pasteur
b} Postericrmente se lava con PBS-EDTA y se decanta o succiona con una
pipeta Pasteur. Se repite si se considera necesario,
c) Se adiciona medio de cultivo fresco atemperado y se incuba a 37 °C, 5 % de
CO; en atmasfera himeda
51.2.2. Si al cbservarse el cultivo celular la confiuencia es elevada y la linea
celular se va a propagar se llevan los pasos a) y b) de 1.2.1.
a} Se adiciona PBS-EDTA para cubrir |a monocapa celular y se incuba a 37 °C

por 5 6 10 minutos




b) Conciuido el tiempo de incubacidn se desprenden las células con ayuda de
una pipeta Pasteur vertiendo el PBS-EDTA hasta observar que se torna
turbio el PBS-EDTA

¢} Se disgregan las células desprendidas succionando y expulsando
suavemente el PBS-EDTA hasta obtener células individuales, lo cual se
comprueba observando al microscopio.

d) Se adiciona una alicuota de la suspension celular en una caja Petri que
contieng medio de cultivo y se distribuyen las células uniformemente por
medio de movimientos circulares,

e) Se deja que las células sedimenten aproximadamente 10 minutos en una

superficie horizontal y se incuba a 37 °C, 5 % de CO3 y atmosfera humeda

5.1.3 Criopreservacion de lineas celulares.
La linea de cultivo que se requiera congelar debe poseer una confiuencia alta, se
realiza los pasos a)-b) de la seccidn 5.1.2.1 y los pasos a)-d) de la seccidon 5,1.2.2.

a} La suspension celular se colecta con una pipeta Pasteur y se ¢oloca en un
tubo de centrifuga. Se centrifuga la suspension celular a 2000 r.p.m. durante
5 minutos.

b) Obtenido el botdén celular se decanta el PBS-EDTA y se resuspende ei
boton celular con el PBS-EDTA residual dando golpes suaves al tubo.

c) Se adicionan 4.5 mL de medio de congelamiento {(Seccidn 5.3.5) por cada
caja de cultivo cosechada y se homogeniza con pipeta Pasteur para lograr
una suspension celular uniforme, se alicuota la suspension en criotubos.

d) Se congetan los criotubos en posicion vertical a - 70 ° C por 2-4 horas.

e} Se introducen los criotubos en nitrégeno liguido
5.2. Analisis de citotoxicidad.
5.2.1. Exposicién al farmaco.

Todos los procedimientos se realizan dentro de la campana de flujo laminar

excepto el conteo celular. Todo el material utilizado en fa manipulacion de medio
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de cultivo y lineas celulares debe ser estéril y limpio. Se debe contar con un cultivo

celular de confluencia alia (> 80%), el cual se estabilizé manteniéndolo durante

una semana y se realiza el siguiente procedimiento:

a)
b)

c)

d

—

e)

f)

Q)

h)

)

Se atempera el medio de cultivo y el PBS-EDTA

Se decanta el medio de cultivo de la(s) caja(s) Pelri que contiene(n) la linea
celular,

Se agrega PBS-EDTA para lavar las células y se decanta. El procedimiento
se repite dos veces mas.

Se agrega PBS-EDTA suficiente para cubrir 1as células y alcanzar 2-4 mm
de altura aproximadamente en la(s) caja(s) Petri y se incuba(n) por 10 a 15
minutos a 37 ° C, 5 % de CO, y atmosfera himeda.

Con una pipeta Pasteur se resuspende el PBS-EDTA para desprender las
células que se encuentran adheridas, lo cual se comprueba por la aparicion
de turbidez. Seguir resuspendiendc hasta que la suspensidn sea
homogénea y las células se encuentren disgregadas de forma individual
(aproximadamente 15 a 20 veces son suficientes para tener células
individuales en la suspension). ‘

Se realizan las diluciones pertinentes con medic de cultive, homogenizando
la suspensidn celular y se cuentan en |a cdmara de Newbauer.

Se agregan de 5000 a 8000 células por pozo en una placa de cultivo de 96
pozos utilizando un volumen de suspensidn celular de 30 a 50 pl por pozo.
Se agrega medio de cultivo ¢. b. p. 230 pL, rotular ia placa e incubar a 37 °
C. 5 % de CO; y atmdsfera humeda por 24 horas.

Al término de la incubacion se agrega el farmaco el cual se diluyo con medio
de cultivo sin complementar o PBS de tal manera que se agreguen 20 plL
por pozo para completar 250 pL por pozo y se obtenga la concentracion
aproximada con |la que se va a exponer a las células (20-120 uM).

Se homogeniza la concentracién del compuesto agitando en un agitador a
200 r.p.m. por 5 minutos.

Se incuba por 48 horas a 37 ° C, 5 % de CO, y atmésfera himeda.

Al finalizar la incubacion se mide la viabilidad por la técnica del MTT.
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5.2.2.Técnica det MTT.

a)

b)

d)

e)

f)

5.2.3.

a)

b)

c)

d}

La placa de cultivo se invierte rapidamente y se remueve el medio de
cultivo que contiene farmaco, con esta técnica se ha observado que se
pierde menor cantidad de células que por aspirado.

Se adicionan 230 pL de medio de cultivo fresco atemperado por pozo y se
agregan 20 pl de solucion de MTT a una concentracion de 5 mg/ mL

Se incuban las células en contacto con la solucion de MTT por un minimo
de 4 horas. La reduccion se llevo a cabo cuando se observa que el medio
de cultivo se torna rojo oscuro.

Se remueve el medio con MTT invirtiendo la placa y dando un golpe rapido.
Se extraen los cristales de formazan del MTT conlenidos dentro de las
células con 250 pl de DMSO pipeteandc para fograr una disolucion
homogénea.

Se ieen las placas en un lector de Elisa con filtro de referencia de 630 nm y
filtro de prueba de 490 nm. El porcentaje de células vivas se calcula con

respecto a un control negativo utilizando la siguiente formula

%inhibicion = 100* [1 - M]

Abscontrol

Conteo celular en la cAmara de Newbauer.

La camara de Newbauer se limpia con etanol al 70 %, se seca y se coloca
en una superficie horizontal.

Se toma una alicucta de la suspension celular (aproximadamente 25 pl) y
se coloca en la camara de Newbauer.

Se deja reposar unos minutos para que las células sedimenten (no mas de 5
min. para evitar que la muestra se seque).

Se coloca sobre el microscopio la camara de Newbauer y se cuentan las
células que se encuentran en los B cuadrantes correspondientes a la cuenta

de linfocitos siguiendo el siguiente criterio:
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De los 16 cuadros gque comprenden cada cuadrante se tomara para
contar en cada cuadro las células que estén dentro de él y si hay células que se
encuentren en los limites se toman dos lados de tal forma que formen una "L
invertida. Las células que se encuentren entré estos lados solamente se
adicionan al cuadro que se estaba contando, esto es con el fin de evitar que
una célula se tome en cuenta para dos cuadros 0 mas.

e) Cuando se obtenga el promedio de las ocho cuadriculas se aplica la
siguiente formula

Células

: 4
= promedio* 10
m[.,

Al obtener e! numero de células por mL se puede calcular el volumen de

suspension adecuado para agregar en cada pozo y realizar el ensayo de
citotoxicidad.

5.3 Soluciones

5.3.1. Solucidon de MTT
MTT {Sigma) 50 mg.
PBS-EDTA 10mL
s Se pesa el MTT utilizando guantes debido a |a toxicidad del compuesto.
» Se disuelve el MTT en PBS utilizando un tubo Falcon como contenedor.
Se esteriliza por filtracion usando membrana Millipore de 0.22 M.
+ Se cubre el tubo con papel aluminio y se conserva en refrigeracion,
+ La solucién es estable durante un mes, después de este tiempo no se

recomienda utilizar la solucion.

5.3.2. Medio de cultivo

Medio D-MEM (Gibco) un sobre
Antibidtico —antimicético®{Gibco) 10mL
HEPES (Sigma) 229
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L - Piruvato (Gibco) 10 mL

NaHCQO; (Sigma) 374
Agua desionizada c.b.p 900 mL
Suero fetal bovino inactivado (Gibco) 100 mL

+ Se disuelve el sobre de medio de cultivo en 700 mL de agua al igual que
los complementos usande un agitador magnético.

s Se agrega agua desionizada para completar 900 mL .

¢ Se esteriliza el medio por filtracién a través de membrana Millipore de 0.22
pum.

» Se coloca una alicuota del medio de cultivo en una caja Petri esteril y se
incuba a 37 °C como control de esterilidad.

« Se alicuota el medio de cultive en botellas de vidrio estériles y se refrigera
para conservarlo.

« Antes de usarse el medio se complementa con 10 % de suero fetal bovino
inactivado, el sobrante se conserva en refrigeracion.

+ El medio complementado no debe usarse después de 30 dias.
*10,000 unidades por mL que contienen Penicilina G sodica 10,000 pg por mL,
Suffalo de estreptomicina 25 pg por mL y anfotericina B como Fungizone® en

solucion salina al 0.85 %.

5.3.3. PBS-EDTA.

NaC! (J. T. Baker) 80g

KH.PO4 (Sigma) 0249
NaHPOQ, (Sigma) 1449

KCI {J. T. Baker) 02g

EDTA disodico (Sigma) 0372g

Agua desionizada c.b.p. 1000 mL.

« Se disuelven las sales una por una {no importa el orden) en 900 mL

de agua desionizada.
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« Se afora a un litro utilizando un matraz velumétrico y se
homogeneiza la solucién.

» Se gjusta el pH con NaQH o HCI diluido hasta 7.4

« Se esteriliza en autoclave y se puede conservar a temperatura

ambiente o en refrigeracién.

53.4 PBS.
NaCt {J. T. Baker) 80g
KH.PO,4 (Sigma) 0249
Na;HPQ.{Sigma} 144 g
KCI{J. T. Baker) 02g
Agua destilada c.b.p. 1000 mL

+ Se procede igual que para el PBS-EDTA.

5.3.5. Medio de congelamiento.

Medio de cultivo 80 mL
Suero fetal bovino inactivado {Gibco) 20 mL
Glicerol estéril (Merck) 17.5mL

» Se mezclan todos los ingredientes en un matraz estéril hasta que la
disolucion sea homogénea.

« Se alicuota en recipientes estériles y se conserva en congelacion a -20
°C

+ Al momento de utilizarse se descongela y se toma la cantidad que se

utilizara y el sobrante se puede congelar nuevamente

5.3.6. Aril-fosfatos {Fig V-1).

Se pesaron las siguientes cantidades de cada compuesto

F1
F2
F3
F4

12.0 mg
11.9mg
10.8 mg
9.2 mg
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Se disolvieron en 500 pL de DMSO. Las soluciones tienen una concentracidn 75
mM de las cuales se partia para reglizar diluciones con medio de cultivo sin

complementar. Se conservaron ias soluciones en congelacién a —20 °C.

5.3.7 Derivados de epotilona (Fig. V-1).

Se pesaron las siguientes cantidades de cada compuesto

£ 8.6 mg

E2 54mg

Se disolvieron con 50 L de DMSO para oblener soluciones 0.6 M de cada
compuesto, de las cuales se partia para realizar diluciones con PBS. Las

soluciones se mantenian en congelacién a —20 °C.

5.3.8 Metol (Fig. V-1}

Se pesaron 17.2 mg de metol y se disolvieron en 0.5 mL de PBS. La solucion
obtenida es 0.2 M de |a cual se parlia para realizar las diluciones con medio de
cultivo sin complementar. La solucidn se cubrid con papel aluminic y se mantuvo

en congelacién a —70 °C.

5.4 Lineas celulares.

Las lineas celulares utilizadas fueron las siguientes:

+ Hela: Esta linea celular proviene del adenocarcinoma de cérvix de una mujer
negra de 31 anos de edad. Crece de forma adherente y posee la secuencia
para el virus de papiloma humano 18

e SW480: Esta linea celular proviene de adenocarcinoma colorrectal y fue
aislada por A, Leibovitz. Es tumorigenica en ratones desnudos y produce el
antigeno carcinoembrionario. Su morfologia es epitefial

« SWB20. Esta linea celular fue aislada por A. Leibovitz y proviene de una
melastasis de adenocarcinoma colorrectal que se encontraba en un nddulo
linfatico, es tumorigenica y expresa el antigeno carcinoembrionario.

« (C-33: Linea proveniente de adenocarcinoma de cérvix obtenido de una

persona caucasica de 66 afios. Esta linea forma tumores en ratones desnudos
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= Calo: Linea de cérvix humano que posee la informacién def virus del papiloma
humano 18

* MCF-7: Linea aislada de un adenocarcinoma de glanduta mamaria que
expresa el receptor a estrdgenos. Proviene de una mujer caucasica de 69 anos

s CHO: Linea celular proveniente de una biopsia de ovario de hamster chino
(Cricetulus griseus).(ATCC 1992).

Todas las lineas celulares fueron cultivadas en medic D-MEM suplementado con

10% de suero fetal bovino inactivado.
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Figura V-1 Estructuras de los compuestos utilizados. F1-F4 Aril-fosfatos, E1 y E2 compuestos

relacionados con [a epotilona y metol.
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VI. Resultados.

Para realizar los ensayos de citotoxicidad se conié con una serie de cuatro aril-
fosfatos, dos compuestos refacionados con la epotilona y un compuesto fendlico
denominado metol {Fig. V-1). Estos compuestos se probaron en las lineas
celulares tumorales de mamifero SW620, SW480 de cancer colorrectal humano;
las lineas celulares C-33,Calo y Hela de cancer de cérvix humano, Ia linea celular
MCF-7 de céncer de mama humana y la linea celular CHO de ovario de hamster,

En los experimentos llevados a cabo se utilizaron placas de 95 pozos a las
cuales se les agregé el indculo de células y se incubaron a 37 °C, 5 % de COz y
atmésfera humeda por 24 h, tiempo suficiente para alcanzar la fase exponencial
de crecimiento. Después de este tiempo de incubacidon se agregaron los
compuestos y se incubaron las células por 48 h, se elimind el medio con el
compuesto y se determind la viabilidad celular por la técnica del MTT. Como
control positivo se uso paclitaxel a una concentracién de 0.25 pM y como control
negativo se utilizaron células incubadas en ausencia de los farmacos.

Las soluciones de los aril-fosfatos y los compuestos relacionados con la
epotilona se realizaron con DMSO y para el metol con PBS. Resultados previos
del laboratoric demuestran que el DMSO tiene un efecto inhibitorioc sobre las
lineas celutares utilizadas, por lo que |a cantidad méxima de DMSO que se podia
agregar era de 1 pIL por pozo, para descartar que el efecto inhibitorio sea debido al
DMSO se realizo un control de disolvente, el control de disoclvente se realizé
utilizando la mayor cantidad de DMSO utilizado para realizar las soluciones que se
ocuparcn para agregar los compuestos a probar.

Los aril-{osfatos se probaron a concentraciones de 20 y 40 uM en todas las

lineas celulares y los resultados obtenidos se muestran en ia tabla Vi-1
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Tabla VI-1 Efecto citotéxico de aril-fosfatos sobre las lineas

celulares indicadas

Taxol Control F1 F2 F3 F4
Linea celular

0.25 uM Disolvente

53.93+2.997 [-0.81+557 |0.33+59 -4.38+597 |-13.7145.06 {4.81+7.95
Hela

46.84+1.41 [0.1948.95 7.89+46.90 -8.83+41.34 {1.42+41.74 |4.77+0.81

31.28+41.38 |4.65+2.36 41147 .95 -232+463 [-277+341 |465+3.43
C-33

30.05+2.41 2.45+4 .43 -1.04+3.75 3.78+12.71 | 2.4648.53 5.39+2.64

§2.7+6.06 |-2.7+2.99 13.37+6.95 |9.01+6.73 |[2.96+4.41 [562+431
Calo

51.2+53 303+23 12.04+2.3 112+43 [507+228 |5.23+5.00

30.29+4.47 |-184+0.72 10.62+11.17 | 2.924.34 5.42+4 21 2.32+1.84
SW6E20

35.68+2.98 |1.4+2.1 16.25410.13 | 11.75+7.16 | 4.43+3.18 9.01+0.01

37.13+4.71 -0.81+1.38 9.75+14.27 11.15+9.05 13.87+37 13.86+3.9
3w480

33.81+6.339 [4.24+1.08 3.21+1,26 12,1445.92 | 8.3+6,77 12.52+4.17

57.53+3.04 [2.48%1.20 9.74+4.04 6.45+9.36 |10.38+11.29 |5.58+6.10
MCF-7

51.03+4.35 |4.69+0.84 1.71+3.39 7.1443.10 (4.68+3.57 3.1845.67

41.82+0,57 |-0.1+2.48 1.03+1.29 -1.13+2.92 [3.38+2.26 2.81+2.98
CHO

43.22+2.89 |4.5+3.94 8.5+1.07 5.1+5.09 10.84+7.43 (2.59+48.5%

Se probd la actividad citotéxica de los compuestos F1, F2, F3 y F4 a 20 pm en itdlica y a 40 pM en

negrita. El resultado es el % de inhibicién de tres experimentos independientes
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Los aril-fosfatos a 20 y 40 pM no presentaron actividad citotoxica (Tabla V-
1) pero para descartar si estos compuestos no poseian actividad a dosis mayores
se probaron scolamente en la linea celular Hel.a en funcion de las siguientes
concentraciones: 20, 40, 60, 80,100 y 120 uM. El compuesto Flincrementa su
valor de citotoxicidad a partir de 20 uM y alcanza una fase de meseta a partir de
60 pM con valores de inhibicidén que oscilan entre 28,1 y 24.62 %. (Fig. Vi-1).

El compuestc F4 permanece sin presentar actividad citotoxica hasta la
concentracién de BO pM, pero a 100 pM incrementa la viabilidad a3 16.44 % y a 120
(M la incrementa a 29.3 % (Fig. VI-1)

Los compuestos relacionados con la epotiona se probaron a
concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 pM en todas las lineas celulares y los
resultados se muestran en las figuras VI-2 y VI-3. En las graficas se muestra que
los compuestos no presentaron actividad citotéxica apreciable en ninguna de las
lineas celulares utilizadas.

El compuesto metol el cual se probd a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y
100 pM en todas las lineas celulares, presentd actividad citotoxica apreciable en
todas las lineas celulares. {Fig. V-4, Tabla VI-2). La linea celular MCF-7 fue la
mas sensible, mientras que la mas resistente fue la linea celular Calo. En el caso
dé las lineas celulares Hela, C-33, MCF-7, CHO y SW480 se mostrd un porciento
de inhibicién maximo de 81 a 87 % aproximadamente y para la linea SW620 la
inhibicion maxima fue de 7578+4.05 % a 120 uyM. Calo presentd inhibicién de
69.95+7.19 % a 120 uM (Fig. VI-4).

La linea celular Hela con el compuesto metol presentd inhibicidn del
crecimiento celular dosis dependiente hasta 80 uM, después de esa concentracién
no se observo aumento en la actividad citotdxica siendo el maximo alcanzado de
86.22 % de inhibicién a 120 uM (Tabla VI-2)..

De las lineas celtlares de céncer de colén se encontrd que SWA48B0 fue mas
sensible que SW620. Para SW480 la concentracién a la cual se alcanzd el efecto
maximo fue a 60 M, mientras que para SW620 fue a 100 pM. Los resultados
obtenidos en estos dos casos fueron para SW480 a la concentracion de 60 pM la
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inhibicién fue de 84.07 % mientras que para SW620 a 100 yM fue de 70.96 % (Fig.
VI-4 Tabla VI-2).

La linea celular de cérvix C-33 y la linea celular de ovaric de hamster CHO
mostraron curvas dosis respuesta similares y la concentracién necesaria para
alcanzar el optimo fue de 60 pM para ambas lineas. La inhibicion maxima a la gue
llega cada linea es un poco diferente ya que para C-33 esta entre 81 y 82 % vy
para CHO se encuentra entre 86 y 87 %. (Fig. VI-4, Tabla Vi-2)

La linea celular de mama MCF-7, fue la mas sensible y alcanz¢ la maxima
inhibicidn a 40 pM la cual fue de B0.27 %, perc a 20 pM ya presentaba una
inhibicion de 70.22 % (Fig. Vi-4, Tabla VI-2),

Calo {linea de cancer de cérvix) fue ia mas resistente al metol y a 20 pM
solo presentd una inhibicion de 3.7 %, la inhibicion fue aumentando con la
concentracién, y a 120 pM se alcanzé una inhibicion de 69.95 %. Al parecer por
los datos experimentales la curva estaba entrando ya en fase de meseta pues a
100 uM se obtuvo una inhibicion de 65.04 %, la diferencia enire estas dos

concentraciones en cuante a la inhibicidn fue pequena ( Fig. VI-4).
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Curva dosis-respuesta del compuesto F1 en (a linea celular Hela
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Curva dosis-respuesta del compuesto F4 en la linea celular Hela
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Fig. VI-1 Actividad citotdxica de los compuestos F1 y F4. Los compuestos F1 y F4 se probaron
sobre la linea celular Hela, la citoloxicidad se probé comg se describe en la seccién de

metodologia 5.2. Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes los cuales

se hicieron por cuadruplicado
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Curva dosis respuesta del compuesto E1
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Fig. Vi-2 Actividad citotéxica del compuesto derivado de Ja epotilona E1, El compueslo E1 se

probé sobre las lineas celulares indicadas, la citotoxicidad se probd como se describe en |a

seccién de metodologia 5.2. Los resullados son el promedio de lres experimentos

independientes [os cuales se hicieron por cuadruplicado




Curva dosis-respuesta del compuesio E2
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Fig. VI-3 Actividad citotdxica del compuesto derivado de la epotilona E2. € compueste E2 se
probd sabre las lineas celulares indicadas, 1a citoloxicidad se probé tal como se describe
en la seccién de metodologia 5.2. Los resultados son el promedio de tres experimentos

independientes los cuales Se hicieron por cuadruplicado
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Curva Dosis-Respuesta del compuesto Metol
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Fig. VI-4 Actividad citotdxica del compuesto metel. EI metol se probd sobre las lineas celulares
indicadas, la cilotoxicidad se probé como se describe en la seccion de metodologia parte
5.2, Los resultados son el promedio de tres experimentas independientes los cuales se

hicieron por cuadruplicado.
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TABLA Vi-2 EFECTO CITOTOXICO DEL METOL

Concentracio Calo SW620 SW480 Hela C-33 MCF-7 CHO
n
(uM).
20 3.70+1.43 | 5.70+3.87 [42.1143.47|24,13+5.57|55.71+4,53|70.22+3.82{55.43+1.93
40 25.86+6.75[37,95+5,99{72.16+1.78]56.61+5.89/76.38+3.04|80.70+2.38(81,12+3.43
60 40.71+4 38|68.4846.37|81.66+2.16|77.60+5.57|81.10+1.71}83.38+2.78(83.99+1.79
80 57.15+5.91|70.9646.15|84,07+0.94(81.74+1.96/81.41+1.60[{84.81+1.93|87.02+2.47
100 65.04+6.78{74.70+3.23|83.68+2.32)85.19+4 69|82 82+3.08|82.03+2.71186.17+2.83
120 69.95+7.19{75.78+4 05|84.08+1.66186.22+2 97182.19+2 48186 .40+1.51{87.31+2.51

Los resuiltados mostrados son el promedio de tres experimentos cada una realizado por
cuadruplicado. La actividad citotéxica se determind como se describe en la metedologia

seccion 5.2,
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VIl Analisis de resultados.

El cancer es una enfermedad de alta incidencia a nivel mundial y en nuestro pais
ocupa un lugar importante. Una de las principales herramientas con las que se
cuenta actualmente para su tratamiento es la quimioierapia. Los farmacos que se
utilizan poseen efectos adversos que pueden ser severos, son costosos y por lo
general poco efectivos contra tumores sdlidos. Otro problema de la quimioterapia
es el hecho de que algunos tumores presentan mecanismos de resistencia contra
los farmacos, por estos motivos la blusqueda de nuevos compueslos citotdxicos
que puedan ser candidatos para la quimioterapia es de gran importancia.

En el presente trabajo se determind la actividad citotdéxica de cuatro aril-
fosfatos, F1, F2, F3 y F4, del p-metilaminofenol o metol y de dos compuestos
relacionados con la epotilena, E1 y E2. Los aril-fosfatos analizados no presentaron
actividad citotdxica significativa en ninguna de las lineas celulares utilizadas, al
igual que los compuestos relacionados con la epotilona. El metol por el contrario
presentd actividad citotéxica en todas las lineas utilizadas siendo la mas sensible
la de mama MCF-7 y la mas resistente la de cérvix Calo. '

Los aril-fosfatos tueron sintetizados basandose en que estos compuestos
son hidrolizados por fosfatasas que se encuentran en el cilosol de las células, ya
que reportes de la literatura indican que son substratos adecuados para fosfatasas
acidas de bajo peso molecular, y de esta manera se pueden generar compuestos
fendlicos dentro de las células (Zhang y col. 1990). Los grupos fosfato de estos
aril-fosfatos ademas poseen grupos etilo en ambos oxigenos acidos del grupo
fosfatlo para asegurar que no presenten carga negativa y que esto sea un
impedimento para su entrada a las células. A una concentracion de 20 y 40 UM no
se observo actividad citotdxica (tabla VI-1) en las lineas celulares utilizadas, por lo
que se decidid probar los compuestos F1 y F4 en la linea celular Hela en un
rango de concentraciones de 20 a 100 pM, para el compuesto F1 se encontré un
ligero aumento en la citotoxicidad que no aumento conforme aumentaba la
concentracién (Fig. VI-1).

El compuesto F1 presenta la sustitucidn de los cinco atomos de hidrégeno

de!l anillo aromatico por atomos de flder, el cual es un haldgeno que relira carga
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electranica del anillo por efecto inductivo, el mecanismo de fa accion de los fenoles
esta mediado por radicales libres y en el caso de compuestos fendlicos por el
radical fenoxilo.

En F1 la presencia de los atomos de fluor favoreceria la formacion de esle
radical, €l cual ademas seria estable y podria transportar al electrén no apareado
a sitios susceptibles donde se pudiera iniciar el dafio oxidativo a la célula.
Probablemente el efecto citotéxico observado no aumente con ta conceniracion
debido a que ia cantidad de radical producido sea similar en el rango de
concentraciones utilizadas.

El compuesto F4 contrariamente a lo esperado tuvo un efecto estimulante
del crecimiento celular |(Fig. VI-1), el sustituyente metilo en posicién para es un
grupo electrodonador que no favoreceria la formacion y estabilizacion del radical
fenoxilo y posiblemente el compuesto F4 solo pueda ser convertido en radical por
especies reaclivas de oxigeno muy inestables, como por ejemplo el radical
hidroxilo, y de esta manera estar funcionando como un antioxidante en vez de
comportarse como prooxidante, lo cual explicaria el aumento en la viabilidad
observado.

El compueslo F2 presenta grupos isopropilo en posicion 2 y 6 y el
compuesto F3 presenta un grupo carbonile que es voluminoso en posicion 2, estos
sustituyentes pueden representar un impedimento estérico para ser hidrolizados
por las fosfatasas celulares y solo se producirian compuestos fendlicos debido a
hidrélisis no enzimatica y el efecto citotéxico encontrado se deba a interacciones
no especificas con componentes celulares.

Con respecto a los compuestos relacionados con |a epotilona no se observd
efecto citotdxico (Fig. VI-2 y VI-3). Las epotilonas son compuestos que estabilizan
la unidn de los microtubulos, y estan constituidos por varias partes, una de ellas es
el grupo tiazol. Nuestros resultados demuestran que esta parte de la molécula de
la epotilona por si misma no presenta actividad citoléxica, lo que indica que ofras
partes de la molécula son importantes. Los estudios estructura actividad de la

epotilona han sido exhaustivos y para estudiar a la molécula se ha dividido en
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cuatro partes, los datos obtenidos de los malfiples andlogos sintetizados han sido
resumidos por Nicolau y colaboradores y se presentan en la figura VII-1.

El grupo farmacoférico de las epotilonas se encuentra en la region de la
molécula que comprende del C-3 al C-5, de donde la conformacion del grupo
hidroxilo en C-3 es importante porque al parecer estabiliza el macrolide formando
puentes de hidrogeno con el carbonilo en C-1. E! grupo tiazol en C-15 es otro
requerimiento estructural que pertenece al grupo farmacofdrico debido a que crea
un ambiente hidrofébico (Qjiwa y col. 1999).

El reporte de Giannakakou y col. confirma que |la molécula de la epotilona
posee caracteristicas espaciales que le confieren la habilidad de unirse a la
tubulina, en su estudic encontraron que los grupos estructurales de la epotiiona y
taxanos se encuentran a distancias muy similares y sus experimentos con células
que poseen mutaciones en la tubulina confirman que los sustituyentes de la
epotilona ayudan a ésta a acomodarse en el sitio de unidn, de los cuales el
sustituyente en C-7, el ambiente hidrofébico en C-12-C-13 y la cadena aromatica
del tiazol son los constituyentes principales,

Por otro lado el compuesto E1 posee dos epdxides en su estructura, los
epoxidos se han utilizado como agentes citotoxicos debido a |a gran inestabilidad
que presentan en sistemas biclégicos y el compuesto E2 es a,B-insaturado por lo
que puede sufrir reacciones nucleofilicas de tipo Michael con las biomoléculas
celulares. Este tipo de mecanismo es allamente inespecifico para generar
citotoxicidad por lo que la concentracion de compuesto que se debe utilizar para
observar una inhibicién del crecimiento debe ser mayor a la concentracion usada
en este trabajo.

Por otro lado el compuesto meto! presentd actividad citotdxica en todas las
lineas celulares utilizadas. Es interesante el hecho de que la sensibilidad hacia
este compuesto por parte de las lineas celulares sea tan variado lo cual puede ser
explicado por el hecho de que las lineas celulares provienen de diferentes drganos
lo que al igual que la gquimioterapia les confiere diferente sensibilidad a los
farmacos ulilizados y también debido a que por ser células transformadas su

expresion genética es muy variada.
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Fig. VII-1. Relacién estructura actividad de las epotilona. La epotilonas se han dividido para su
estudio en cuatro pares, la parte A corresponde de C-7 a C-11, |a parte B de C-12 a C-15
incluyendo a C-26, la parte C comesponde de C-16 a C-21 incluyendo a C-27 y la parte O
corresponde de C-1 a C-6 incluyendo el grupo éter entre C-1 y C-15. De {a parte A se ha
encontrado que la estereoquimica (65, 75) es crucial, la estereoquimica (8S) es importante, un
grupo 8,8 dimetil no es tolerado al igual que un grupo dihidrogeno en la misma posicidn y que el
tamano del macrélide es importante. De la parte B se infirié que el epéxido en C12-C13 no es
importante parar estabilizar a la tubulina pero probablemente si para su actividad citotdxica, el
grupo R cuando es Me, Et o Hex es tolerado, una olefina en C-12-C-13 es tolerada tanto en E
como en Z y por ullimo la estereoquimica de 15S es importante, De {a parte C se ha demostrado
que un aiiillo aromatico directo en C-15 no es tolerado, la unidn del tiazol en forma de éster no es
tolerada, los oxazoles mantienen la actividad, el nitrdgeno basico es esencial, sustituyentes en C-
27 no son tolerados y la sustitucidn en C-20 por otros grupos es tolerada solo si no son
voluminosos. Por uttimo de la parte D se ha encontrado que una olefina en C2-C3 es tolerada, y la
estereoquimica (3S) es tolerada, un grupo 4.4 etanc no es lolerado {Nicolau y col. 1998).

Con este compuesto se observo que la mayoria de las lineas celulares
presentaban resistencia a las concentraciones mas altas de nuestros
experimentos lo cual se refleja en las graficas de inhibicién por una meseta donde
la inhibicién es practicamente constante (Fig. VI-4).

Esto se debe a que dentro de la linea celular se encuentran ¢élulas que son
resistentes al compuesto y no sufren de efecto inhibiterio ni con la concentracion
maxima ultilizada en este trabajo, por otro lado las células sensibles ya han sido
inhibidas o ya hayan muerto.

Se ha reportado que este tipo de compuestos al igual que los fenoles, son
agentes prooxidantes, por |0 que cabria esperar que provocaran estrés oxidativo

dentro de las células.
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El metol por otro lado tiene [a capacidad de formar una quinona debido a la
presencia del grupo hidroxilo y del grupo metilamino en para, este mecanismo
redox puede llevar a la reduccion de cierlos substratos celulares, Un reporte de la
literatura donde se utilizd hidroxiquinona en el tratamiento de ratones a los cuales
se les injerté células de melanoma por via subcutanea mostrd que este compuesto
aumentaba la supervivencia de los ratones tralados con respecto a los controles,
ademas esle compuesto no fue letal debido a que los ratones a los que no se les
injertd el tumor pero fueron tratados con hidroquinona a una dosis de 80 mg/Kg
sobrevivieron a todo el tratamiento (Chavin y col. 1980).

Los autores del trabajo anterior sugerian que la regresion de los
melanocitos se debia a un mecanismo donde se involucraba la sintesis de DNA.

Reportes sobre un compuesto muy relacionado como el p-aminofeno! han
mostrado que la sintesis de DNA se ve inhibida in vivo utilizando este compuesto
y lo mismo ocurre con compuestos fendlicos como el paracetamol, p-cresol y m-
aminefeno! (Wond y col. 1999),

La inhibicion en la sintesis de DNA por parte del paracetamol y compuestos
fendlicos relacionados se atribuye, aungque todavia es una propuesfa, a la
inhibicion de la ribonucledtido difosfato reductasa (Wond y col. 1999}, Esta enzima
cataliza la reduccidén de los ribonucledtidos a desoxirribonucledtidos y en su
mecanismo se encuentra involucrado un radical tirosil el cual se forma cada vez
que se reduce un ribonucledtido,

Se propone que los fencles interrumpen la formacién de este radical
comportdndose como antioxidantes (Wond y col. 1999). El compuesto metol es
muy probable que inhiba la sintesis de DNA aunado a que pueda ejercer un efecto
prooxidante, por lo que serfa interesante realizar trabajos posteriores donde se
mida la capacidad del metot de inhibir [a sintesis de DNA.

Los desoxirribonucleotidos son sintetizados en la fase S del ciclo celular
solamente, debido al efeclo perjudicial de éstos en ias células, por lo que si el
metol inhibe a la ribonucledtido difosfato reductasa es muy probable que sea
especifico de fase S para ejercer esta accion inhibitoria, pues la hidroxiurea que

inhibe a esta enzima es especifica de fase S.
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Si el mecanismo de accién del metol es fa inhibicidn de !a sintesis de DNA
es probable que ias células presenten apoptosis, ya que si se interumpe la
interfase G1-S debido a la ausencia de desoxirribonucledtidos se activaria el punto
de contro! del ciclo celular G1/S en el cual se sabe participa p53.
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Vill. Conclusiones.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo puede concluirse lo siguiente:

+ Los aril-fosfatos y los compuestos derivados de la epotilona no presentan
actividad citotdxica en el rango de las concentraciones utilizadas.

« El metol fue citoldxico en las diferentes lineas utilizadas a partir de un rango
de concentraciones de 20 y 40 pM

+ El metol es mas aclivo en la linea celular MCF-7 y menos activo en la linea
celular Calo.
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IX. Perspectivas.

La bisqueda de nuevas molécutas con actividad citotdxica utiles en el tratamiento
del cancer es de importancia significativa pues muchos de los compuestos que se
‘utilizan actualmente con este fin poseen efectos adversos que afeclan el estado
de salud general de los enfermos que son tratados y a veces resultan poco
efectivos contra tumores sodlidos, ademas de ser muy costosos.

Ei metol es un compuesto que presentd aclividad cilotoxica en lineas
celulares de cancer de mama humana, cancer de cérvix humano, cancer
colorrectal humano y de ovario de hamster por lo que puede ser sometido a
estudios sobre su mecanismo de accién y comprobar si en realidad produce estrés
oxidativo e inhibicidn de la sintesis del DNA.

Despuies de comprobar su mecanismo de accidn seria de interés realizar
etapas preclinicas con animales de laboratoric para posteriormente realizar

estudios clinicos adicionales con el fin de encontrar sus efectos loxicoldgicos.
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