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|. RESUMEN.

Las tiazolo[5,4-b]quinolinas son compuestos estructuralmente relacionados con la m-
amsacrina, potente compuesto antileucémico, que tiene la capacidad de intercalarse al
ADN vy de inhibir la ADN topoisomerasa Il. D3CLP es un derivado de tiazolo[5,4-

b]quinolina que ha mostrado ser citotdxico en diversas lineas tumorales.

En el presente estudio se determind el mecanismo de muerte celular inducido por D3CLP
en células de leucemia mielégena crénica K-562. Para esto, después de tratar células K-
562 con 7.8 uM de D3CLP disuelto en DMSO, durante diferentes tiempos, se estudié el
contenido de ADN por citometria de flujo, para analizar posibles alteraciones del ciclo
celular. Empleando el ensayo de TUNEL, se evalué la posible fragmentacién del ADN en
células tratadas y se determind fluorométricamente la actividad de caspasas ejecutoras,
en extractos de proteinas de células tratadas. También, para estudiar la interaccion de
D3CLP con el ADN, se analiz6 in vitro la intercalacion de D3CLP en el ADN, mediante el
desplazamiento de bromuro de etidio a partir de ADN, por fluorometria y la inhibicion de la
topoisomerasa Il analizando la relajaciéon de ADN superenrollado. Ademas, para conocer
que tan citotoxico es D3CLP para células no tumorales se determind la citotoxicidad en

linfocitos de sangre periférica mediante la reduccion de MTT.

Los resultados del andlisis de contenido de ADN por citometria de flujo muestran que, el
tratamiento de células K-562 con D3CLP no produce arresto del ciclo celular en alguna de
sus fases, previo a la muerte celular, pero induce la aparicibn de una poblacién
subdiploide desde las 12 horas. Por la técnica de TUNEL la fragmentacion de ADN fué
positiva desde las 12 horas, se apreciaron algunas caracteristicas sugerentes de
apoptosis como la condensacion de la cromatina y fragmentacion del nacleo. En el
estudio de la actividad de caspasas ejecutoras, se observé que en la muerte celular
inducida se activan las caspasas ejecutoras, con un maximo de actividad a las 24 horas
de tratamiento. Se encontrd6 que D3CLP puede intercalarse al ADN, mediante el
desplazamiento del bromuro de etidio a partir de ADN. Por el analisis de relajacion de
ADN superenrollado, se observé que D3CLP puede inhibir la actividad de la

topoisomerasa Il in vitro. Al estudiar la citotoxicidad en linfocitos, se observé que D3CLP



es aproximadamente 4 veces mas citotoxico para células tumorales que para las no

tumorales.

La presencia de ADN fragmentado, condensacion de cromatina, fragmentacion del nucleo
y la actividad de caspasas ejecutoras nos indica que, el tratamiento de células K-562 con
D3CLP induce apoptosis. En la induccion de esta muerte pueden participar sus

propiedades de intercalacién al ADN e ihibicion de la topoisomerasa Il

El tipo de muerte inducido por D3CLP en células K-562 y el que sea mas citotoxico para
células tumorales, lo hace un compuesto de interés, para su posible uso en el tratamiento

de pacientes.
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1. INTRODUCCION

En la lucha contra el cancer es importante conocer diversos aspectos de la
fisiologia celular normal y patologica. Entre ellos la funcion del ciclo celular, la
bioguimica de los procesos metabdlicos bésicos de la célula, asi como los
diversos aspectos genéticos que regulan estas funciones.

Por otro lado en la actualidad se ha avanzado enormemente en el conocimiento de
los procesos que determinan la sobrevida, proliferaciéon y la muerte celular
programada. Esto ultimo ha permitido el desarrollo de nuevas estrategias tanto en

la investigacion, como en el tratamiento del cancer.

A lo largo de esta tesis hablaremos de los aspectos basicos de la fisiopatologia de
esta enfermedad asi como las diversas estrategias terapéuticas que se conocen.
Finalmente se describira la investigacion realizada sobre el tipo de muerte celular
inducido por el derivado tiazolo[5,4-b]quinolina D3CLP. Discutiremos aspectos

bioquimicos y moleculares del mecanismo de muerte celular inducido.

1.1. GENERALIDADES DEL CANCER.

Existen muchos tipos de cancer, y actualmente, estos se han convertido en un
problema de salud a nivel mundial. EI conocimiento de los principales procesos de
desarrollo del cancer ha permitido tener avances en su tratamiento, asi como en

Su prevencion.

1.1.1 Definicion.

El término céancer (del latin cangrejo) se usa para definir a una enfermedad
caracterizada por un desequilibrio entre la division y la muerte celular (Hanahan D,
Weinberg RA. 2000). Las células neoplasicas pueden invadir los tejidos vecinos y

pueden diseminarse a otras partes del cuerpo (National Cancer Institute, 2008).




Cuando un tumor se encuentra bien delimitado, en la mayoria de casos no
representa una amenaza para la vida del paciente, y puede eliminarse

quirrgicamente, a este tipo de tumores se les ha denominado tumores benignos.

Las células neoplasicas pueden adherirse y penetrar el endotelio vascular; de ahi,
gue pueden diseminarse a otras partes del cuerpo a través de la circulacion
sanguinea o del sistema linfatico, invadiendo otros tejidos y generando nuevos
tumores en un proceso conocido como metastasis. La metastasis es un indicador
de la malignidad de un tumor, en la cual, el crecimiento neoplasico desorganiza la
funcion normal de los tejidos y o6rganos. Ademas, los tumores metastdsicos
pueden originar nuevas metastasis. A este tipo de tumores se les denomina

tumores malignos (National Cancer Institute, 2008).

1.1.2. Tipos.

Se sabe que el cancer puede desarrollarse en células de cualquier tejido y a
cualquier edad. A continuacion, se mencionan algunos de los canceres que se
presentan en humano: i) Teratoma. Es un tumor de células germinales que puede
contener varios tipos de tejidos en la zona afectada, como pelo, musculo y hueso.
Los teratomas se presentan con mas frecuencia en los ovarios, en los testiculos y
la parte baja de la espalda en los nifios. Ademas, no todos los teratomas son
malignos. ii) Carcinoma. Es el cancer que se genera en la piel o en los epitelios
que cubren dorganos internos. iii) Leucemia. Es el cancer que se produce en
células hematopoyéticas, como las de médula 0sea, y origina un gran numero de
glébulos anormales, que entraran en el torrente sanguineo. iv) Linfoma. Cancer
que se produce en las células precursoras del sistema inmunitario. v) Mieloma.
Cancer de células sanguineas, particularmente de gldbulos blancos. vi) Sarcoma.
Es el cancer que se produce en hueso, tejido adiposo, cartilago, musculo, vasos
sanguineos y tejido conjuntivo o de sostén. vii) Gliomas: Tumor de alta incidencia
en cerebro, originado en células gliales. viii) Melanoma. Forma de cancer que
empieza en las células de la piel que producen melanina (melanocitos). Puede

empezar como un lunar (melanoma cutaneo), o también puede comenzar en
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tejidos pigmentados como en el 0jo. Puede presentarse en células de la piel que

no producen melanina.

El cancer suele nombrarse dependiendo de la zona u 6rgano en el que se origina.
En general, se denominan como “cancer” y a continuacion se indica la parte del
cuerpo u érgano en el cual se originaron, algunos ejemplos son: cancer de cuello,
cancer de mama, cancer renal, cancer de colon, cancer de esofago, cancer de

garganta, etc. (National Cancer Institute, 2008).

1.1.3 Epidemiologia.

El cancer es un problema que tiene gran importancia en el ambito de la salud en
nuestro pais y en el resto del mundo. La incidencia global del cancer es
extremadamente variable entre distintas regiones del mundo. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que en el 2005 murieron 7.6 millones de
personas por cancer y que mas del 70% de dichas defunciones se produjeron en
paises de ingresos bajos y medios, cuyos recursos para la prevencion, diagnostico

y tratamiento de la enfermedad son limitados o inexistentes (OMS, 2006).

En México, el cancer se encuentra dentro de las tres primeras causas de muerte.
El INEGI reporté que en 2006 el numero de defunciones por esta causa fue de 63
888, representado el 12.9% de las defunciones en ese afio (Figura 1). En el grupo
de 5 a 14 afios, los tumores malignos representan la segunda causa de mortalidad
con 16.3% de los decesos; en este grupo la leucemia provocé poco mas de la

mitad (52.2%) de los fallecimientos ocurridos por cancer (INEGI, 2008).
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Figura 1. Grafica defunciones por cancer. Porcentaje de defunciones generales
y por sexo causadas por tumores malignos, en México de 1997 a 2006. El
porcentaje esta en relacion con el total defunciones registradas cada afio, en

general y por sexo. Tomado de INEGI, 2008.

1.1.4 Etiologia.

El cancer es una enfermedad de caracter multifactorial y en su generacion pueden
participar diversos factores, ya sea fisicos como radiaciones ionizantes (gamma,
rayos X) y radiaciones ultravioleta, quimicos como pueden ser agentes alquilantes,
hidrocarburos aromaticos, colorantes, asbesto y contaminantes de alimentos, o
biolégicos como son algunos virus (tabla 1). Las mutaciones son la causa de
cancer. Se han encontrado mutaciones en muchos genes en células neoplasicas.
Estas mutaciones ocurren en genes que controlan el ciclo celular, diferenciacion
celular, genes implicados en la reparacion del ADN, muerte celular programada,
inmortalizaciébn y mecanismos de migracion y capacidad de adhesion (Alison,
2002).

Un agente carcinégeno es aquel que en animales, que no han tenido contacto

previo con dicho agente, conduce a un aumento significativo de incidencia de
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neoplasias de uno o mas tipos, comparado con animales que no tuvieron contacto

alguno con el agente carcinégeno bajo andlisis (Pitot y Loeb, 2002).

Tabla 1. Agentes asociados a la generacién de cancer en humanos.

Agente carcindgeno

Cancer asociado

Estilo de vida
Tabaco
Alcohol
Dieta (exceso de calorias, grasas y
proteinas)

Riesgo profesional
Asbesto, Cromo
Arsénico
Aminas aromaticas
Benceno
Fabricacion y reparacion de zapatos
Cloruro de vinilo
Industria del caucho
Alcohol isopropilico
Hollin, alquitran y aceites
Refinado del niquel

latrogenos
Alquilantes
Azatioprina
Clornafazina
Dietilestilbestrol
Fenacetina

Metoxipsoraleno (con luz UV)

Boca, faringe, laringe, pulmoén, esofago y vejiga

Boca, laringe, es6fago e higado

Mama, colon, endometrio y vesicula biliar

Mesotelioma y pulmén

Pulmén

Vejiga

Leucemia

Carcinoma nasal

Angiosarcoma hepatico

Leucemia y vejiga

Senos paranasales

Piel, pulmén, vejiga y tubo gastrointestinal

Pulmén y senos paranasales

Vejiga y leucemia

Linfoma, sarcoma y piel

Vejiga

Vagina (carcinoma de células claras)
RifGn

Piel

Modificado de Estapé y Gonzéalez, 1995.

2. Proliferacion celular.

Dentro de los factores que promueven la proliferacién celular se encuentran

aguellos receptores que son capaces de activar cascadas de sefalizacion que
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culminen en la actividad mitética o proliferacion. Estos receptores son capaces de
fijar proteinas (ligandos) como el factor de crecimiento epidérmico (EFG, por sus
siglas en inglés) y el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF, por sus
siglas en inglés). Ambos factores de crecimiento se unen a receptores cinasas de
tirosina en la membrana celular. Otros ejemplos de moléculas que promueven la
proliferacion celular son las Interleucinas y prolactina, citocinas que actian como
hormonas de crecimiento. Se unen a receptores de membrana, que no son
propiamente cinasas, pero son capaces de transducir sefiales de proliferacion. Las
hormonas esteroides como los estrdgenos tienen actividad mitética después de
unirse a sus receptores intracelulares (Alison, 2002).

En humanos, la progresion de un tejido normal a un cancer invasivo puede ocurrir
en un periodo de 5 a 20 afios y estd influenciado por factores genéticos,
hereditarios y por cambios genéticos somaticos. La progresion del cancer esta
dirigida por la acumulacion de cambios genéticos. Las alteraciones en los
protooncogenes contribuyen a un crecimiento celular descontrolado o a una
pérdida de la senescencia. Esto puede ser mediante la activacion persistente de la
transduccion de sefales que estimulan la proliferacion celular. ElI crecimiento
descontrolado, también puede ser causado por una desregulaciéon a nivel de
factores de transcripcion. En el cancer se presenta una alta proliferacion celular

debido a alteraciones que afectan el control del ciclo celular (Devita, et al., 2001).

3. Ciclo celular.

El conocimiento del ciclo celular no sélo es importante para entender la
proliferacion celular, sino que nos permite entender como se reemplazan células
dafiadas en procesos como la cicatrizacion de heridas y, particularmente en este
trabajo nos interesa conocer las bases por las cuales las células neoplasicas
proliferan, ya que en el cancer, a diferencia de las células normales, el control de
ciclo celular esta dafiado. En las células neoplasicas se presentan alteraciones en

la regulacién de la proliferacion a diferentes niveles (Alison, 2002).
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El ciclo celular comprende una serie de procesos en secuencia ordenada que
permiten que la célula se divida. En humanos, el tiempo que transcurre desde que
ocurrid una mitosis hasta que vuelve a presentarse varia mucho de un tipo de
célula a otro. Por ejemplo, las células de higado de un mamifero tienen ciclos
celulares que pueden durar mas de un afio. Sin embargo, la mayoria de las

células de un mamifero tienen ciclos celulares que duran 24 horas (Alberts, 2002).

3.1 Fases.

Para su estudio, el ciclo celular puede dividirse en distintas fases: G1, S, G2, My,
eventualmente, GO. Una célula se encuentra dividiéndose Unicamente durante la
fase M. Al periodo del ciclo celular en el que la célula no se esta dividiendo, se le
llama interfase y comprende las fases G1, S, G2 y GO cuando se presenta. A
continuacion, nos enfocaremos a las fases del ciclo celular referente a células

humanas.

Fase G1. En esta fase las células inician el proceso de proliferacion, que puede
ser desde una fase M o una fase quiescente (G0), donde permanecieron con
metabolismo activo y sin proliferar. Durante la fase G1 la célula recolecta
nutrientes y factores de crecimiento a partir del torrente sanguineo. La duracion de
esta fase en cultivos de células es altamente variable, va desde 6 horas hasta mas

de 24 horas, a diferencia de la uniformidad en el tiempo de las otras fases.

Fase S. Al inicio de esta fase se ha superado el punto de restriccion (R), ya que la
célula detecta que se encuentra en las condiciones apropiadas de temperatura,
nutrientes, factores de crecimiento y tamafo necesarios para iniciar la sintesis de
ADN. También, aumentan las enzimas que participan en la replicacién del ADN y
se desplazan del citoplasma al ndcleo para iniciar la replicacion del genoma. A
cada célula le toma entre 6-8 horas replicar cerca de 40 000 genes agrupados en
23 pares de cromosomas. En esta fase, si hay dafio al ADN, la célula detiene la
replicacion hasta que dicho dafio se ha reparado, y si no es posible reparar dicho

dafio la célula activa mecanismos de muerte celular programada.
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Fase G2. Puede durar varias horas, probablemente para producir mas ARN,
enzimas y proteinas necesarias al final de la divisién en cada célula. En promedio,
en las células de mamiferos dura aproximadamente 2 horas. Una célula que era
diploide en este momento se observa tetraploide. La célula debe comprobar que

ha replicado su ADN completamente y que lo ha hecho una séla vez.

Fase M. La mitosis, denominada fase M, tiene una duracién menor a una hora y
esta subdividida en varios estadios. En esta fase, los cromosomas duplicados se
condensan, la membrana nuclear se desintegra y los cromosomas se segregan en
cantidades equivalentes mediante estructuras de tubulina (huso mitético).
Posteriormente, el huso mitético se desensambla y se forman dos ndcleos con sus
respectivos cromosomas. Finalmente, inicia la citocinesis o division celular para
formar dos células hijas con la misma informacién genética (Alison, 2002; Alberts,
2002).

3.2 Regulacion.
El ciclo celular se encuentra finamente regulado en las células normales por

diferentes moléculas y vias de sefializacién, algunas de las cuales son:

i) Factores de crecimiento. Son moléculas de naturaleza proteica que poseen
dominios especificos que son reconocidos por receptores transmembranales. La
unién de los factores de crecimiento a sus receptores induce cambios en la
fraccion citoplasmatica de estos dUltimos, activando vias de sefalizacion
especificas en la que participa un grupo heterogéneo de segundos mensajeros
entre los que se encuentran cinasas de proteinas como Ras, Fos, MyC y MAP
cinasas, moléculas pequefias como el fosfato de inositol y AMPc, y iones como
Ca™, H" y Zn™". Los factores de crecimiento participan en vias de sefializacion
culminan con la expresion de genes que se requieren para la proliferacion celular.

i) Ciclinas. Pertenecen a otro grupo de proteinas que participan en la regulacion
del ciclo celular. La concentracion de las ciclinas varia segun la fase del ciclo
celular, la cual depende de la regulacidbn en su trascripcion, asi como de su
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degradacion. Existen cuatro tipos principales de ciclinas (D, E, Ay B). Las ciclinas
activan a varios tipos de cinasas dependientes de ciclinas (CDK, por sus siglas en
inglés), formando complejos capaces de fosforilar proteinas que participan en vias

de proliferacién (Harper y Brooks, 2005).

lii) Protooncogenes y genes supresores de tumores. Los protooncogenes,
codifican para proteinas que participan en la transduccion de sefales que
promueven la division celular. Inversamente, los genes supresores de tumores
codifican para proteinas capaces de inhibir la proliferacién celular. Esas sefales
convergen en puntos que regulan el ciclo celular en la transicién de la fase G1 a la
fase S activando CDKs (Holland y Frei, 2000).

Los oncogenes derivan de protooncogenes, que son genes celulares que
controlan normalmente los procesos de proliferacion. Se ha observado que
mutaciones en los protooncogenes producen variantes desreguladas (oncogenes).
Los cuales codifican para proteinas que desencadenan sefiales positivas de
proliferacion que estimulan a la célula a entrar al ciclo celular de manera continua
(Hernandez y Rios, 1999). La funcién de las proteinas codificadas, tanto por los
protooncogenes, como por los oncogenes es la misma, activar sefiales de
proliferacion. Para el caso de los oncogenes, dicha sefalizacion esta activada
constitutivamente. Algunos ejemplos de oncogenes son C-myc, N-myc, L-myc,

erb-B, abl, ras, bcr-abl y mdm-2.

Los protooncogenes pueden clasificarse dependiendo de donde se localiza la
proteina respectiva, pueden ubicarse en la membrana celular, citoplasma o
nacleo. Muchas de las oncoproteinas citoplasmaticas presentan actividad de
cinasa de tirosina y con ello, regulan una cascada de sefializacion que regula la
mitosis. La oncoproteina Ras transduce sefales de proliferacion celular cuando se
unen a GTP o GDP. En aproximadamente el 30% de canceres, en este caso, ras
permanece en su forma activa de modo constitutivo, induciendo la proliferacion
celular (Alison, 2002).
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Algunos protooncogenes son activados por eventos que cambian su expresion
pero que mantienen la secuencia codificante inalterada. El protooncogen mejor
caracterizado es el c-myc, cuya expresion es elevada por varios mecanismos, el
mas comun es la insercion de un genoma retroviral en la vecindad del gen a lo
cual se le atribuye la pérdida de su control normal y su expresion incrementada
promueve la transcripcién. También, las translocaciones pueden originar un gen
hibrido, como sucede en el cromosoma filadelfia presente en pacientes con
leucemia mieldgena crénica y leucemia linfoblastica aguda, en las que presenta la

cinasa de tirosina Bcr-Abl (Hernandez y Rios, 1999).

La funcion de las proteinas codificadas por los genes supresores de tumores no se
pierde cuando se produce una mutacién que inactive un alelo, ya que dicha
funcién puede ser cubierta por la proteina codificado por el otro alelo y soélo
cuando los dos alelos se encuentran mutados, la falta de su expresion puede

contribuir a la formacion y progresion de cancer (Alison, 2002).

Dentro de los genes supresores de tumores se encuentran los genes p53, Rb y
ATM. Muchos tipos de tumores presentan mutaciones en el gen p53, siendo la
mutacion mas comun en la mayoria de canceres humanos. Se ha encontrado que
células que tienen mutado p53 no pueden arrestar el ciclo celular en fase G1, ni
pueden entrar en apoptosis eficientemente después de la exposicién a luz UV. La
proteina p53 se induce rdpidamente cuando hay dafio al ADN y actia como factor
de trascripcion, regulando la expresion de genes que tienen en sus promotores
secuencias reconocidas por la proteina p53. La proteina supresora de tumores
p53 tiene un papel importante en la regulacion del ciclo celular arrestando a las
células en los puntos de control de G1 y G2 cuando hay dafio al ADN y puede
inducir apoptosis cuando dicho dafio no puede ser reparado. La pérdida de p53
puede ocasionar inestabilidad genética ocasionando un aumento en el numero de

mutaciones (Holland y Frei, 2000).




Otra proteina supresora de tumores es Rb, la cual no se produce en el
retinoblastoma. Rb puede formar complejos con muchas otras proteinas celulares
incluyendo al factor de trascripcion E2F. Cuando Rb esta hipofosforilada puede
formar un complejo con E2F y de este modo, E2F no puede promover la
trascripcion de la ciclina E, por lo que el ciclo celular no puede pasar el punto de
control R. E2F es liberado hasta que la proteina Rb sufre nuevas fosforilaciones.
En el caso del retinoblastoma, al no estar presente Rb, E2F se encuentra libre y
puede promover la sintesis de ciclina E comenzado el ciclo celular, ademas de
otros genes necesarios en la fase S como la dehidrofolato reductasa, la
polimerasa A de ADN y la timidina cinasa (Alison, 2002; Holland y Frei, 2000).

La proteina ATM es codificada por el gen ATM. Mutaciones en este gen producen
la ataxia telagiectasia, una inmunodeficiencia que presenta: ataxia cerebelar
progresiva, sensibilidad a la radiacion, defectos en los puntos de control del ciclo
celular y predisposicion a cancer. Las células con mutaciones en el gen ATM
también son deficientes en arrestar el ciclo celular en fase G1 y en algunos modos
de reparacion al ADN. Las células con el gen ATM mutado no son tan eficientes
para arrestar el ciclo celular en G1 o S cuando hay dafio al ADN inducido por
radiacion, esto se debe a que no se activa p53, como deberia ocurrir
normalmente, sugiriendo que ATM puede participar en la misma via de
sefalizacion que p53. Esta proteina y su similar, la proteina ATR (codificada por el
gen ATR) pueden unirse a p53 y fosforilarlo en su extremo amino. La proteina p53
regula la actividad cinasa de la proteina ATM, contribuyendo a la activacion y
estabilizacion de p53 en respuesta al dafio al ADN inducido por radiacion, por

agentes quimicos y en ocasiones por enzimas propias, como las topoisomerasas.

iv) Longitud de los teldmeros. La longitud de los telomeros también determina que
una célula se pueda dividir. Las células humanas normales sélo pueden dividirse
un namero determinado de veces (de 50 a 60 veces), tanto in vitro como in vivo. El
namero de veces que una célula puede cursar el ciclo celular esta determinado, en

parte por la actividad de la telomerasa. Los teldmeros son secuencias repetidas de
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ADN, con alto contenido del nucleétido guanina, localizadas en los extremos de
los cromosomas. Los telomeros son necesarios para iniciar la replicacion de esta
region y, también, para evitar la recombinacion y degradacion de los cromosomas.
Los telomeros se pueden acortar si no hay telomerasa que pueda sintetizarlos y
asi mantener su longitud. Cuando en una célula ya no hay actividad de
telomerasa, los telémeros se pierden y la célula ya no puede dividirse, fase
conocida como senescencia celular. Al perderse los teldmeros se presenta
inestabilidad genética, los cromosomas ya no estan protegidos de su degradacion
en los extremos y son susceptibles de sufrir recombinacion. Este arresto del ciclo
celular causado por el acortamiento de los telomeros es dependiente de p53, ya
que el acortamiento de los teldmeros esta asociado a cortes al ADN (Holland y
Frei, 2000)

v) Otras sefales que regulan el ciclo celular. Se ha descrito que las hormonas
esteroides también pueden ejercer control sobre el ciclo celular y, a diferencia de
los factores de crecimiento proteicos, estas hormonas pueden translocarse hasta
el nucleo y activar la expresién de determinados genes. El ciclo celular también
puede regularse mediante inhibicibn por contacto y factores antimitéticos
extracelulares que pueden inducir la expresion de p27, pl6 y pl5 (Harper y
Brooks, 2005).

En el cancer, se presentan alteraciones, en al menos una de las vias que regulan
la proliferacion celular, y en algunos casos, la terapia esta dirigida a controlar

dichas vias con el fin de inhibir la proliferacion.

4. TERAPIA DEL CANCER.

El tratamiento del cancer varia segun el tipo y estado del cancer. Hoy en dia,
existen diferentes tratamientos, los cuales dependen del tipo de cancer. Los
tratamientos mas frecuentemente utilizados son: cirugia, radioterapia,

quimioterapia, hormonoterapia, inmunoterapia y terapia con enzimas. A
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continuacion, se discutird en general cada uno de tratamientos mencionados. En
particular nos enfocaremos a la quimioterapia, debido a que, en esta tesis se

evalu6 un compuesto con actividad citotoxica.

4.1. Cirugia.

La cirugia es uno de los tratamientos empleados en el tratamiento del cancer y es
considerado el unico tratamiento que puede curar a los pacientes con dicha
enfermedad, cuando se pueden eliminar quirdrgicamente y no se ha diseminado.
El tratamiento del cancer ha cambiado drasticamente con el paso del tiempo.
Avances en las técnicas quirdrgicas y un mejor conocimiento de los patrones de
distribucion de diferentes canceres ha permitido a los cirujanos la reseccion
exitosa de los tumores, sin embargo, en algunos casos la mala reseccion ocasiona
la diseminacién de las células neoplasicas a otros 6rganos o tejidos, proceso
conocido como metastasis. Para realizar la cirugia es necesario que el cirujano
esté familiarizado con la historia natural de los tipos de cancer, y con los principios
y potencialidades de la cirugia, la radioterapia, la quimioterapia, inmunoterapia y
otras modalidades nuevas de tratamiento. Esta terapia no puede usarse para
tratar cAnceres como leucemias o mielomas (Devita, et al., 2001).

4.2. Radioterapia.

La radioterapia es otra manera de tratar el cancer. Consiste en administrar dosis
de radiacion en esquemas tales que maten a las células del cancer y preserven la
funcién de los tejidos normales. Las formas mas comunes de administrar la
radioterapia son la braquiterapia, en la que la fuente de radiacion se coloca en la
proximidad o dentro del tumor, y la teleterapia, en la que la fuente de radiacion se
halla a determinada distancia del enfermo. El efecto bioldgico de las radiaciones
ionizantes depende de la dosis, la frecuencia del tratamiento y del tipo celular o
tejido que es irradiado. Ciertos tipos de tumores, como seminomas y linfomas,
responden bien a la radioterapia, mientras que otros, como melanomas y

glioblastomas, son relativamente resistentes a este tratamiento.
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La radiacion administrada puede ser de rayos gamma o rayos X (Holland y Frei,
2000). El dafio a las moléculas biolégicas por radiacion se da de modo indirecto, la
energia absorbida ocasiona el desprendimiento de electrones en los niveles
externos de los atomos, los cuales ionizan a otras moléculas conduciendo a una
cadena de reacciones complejas que terminan hasta que la energia se haya
disipado. En este proceso se generan radicales libres, los cuales son muy
reactivos y pueden oxidar o reducir moléculas bioldgicas, ademas pueden romper
enlaces quimicos. Las radiaciones ionizantes son particularmente efectivas en
producir dafios irreparables en el ADN, siendo éste el principal modo por el cual la
radioterapia ejerce su efecto nocivo (Alison, 2002).

4.3. Quimioterapia.

Los primeros registros de la quimioterapia datan desde principios del siglo XVI
cuando se administraban por via sistémica metales pesados en el tratamiento del
cancer, aunque la toxicidad era severa y soOlo podian curar algunos tipos de
cancer. Desde entonces, se han buscado nuevos agentes antitumorales que
logren curar, controlar u ofrecer tratamientos paliativos para el cancer (Baquiran y
Gallagher, 2001).

La quimioterapia es uno de los tratamientos de primera eleccion para algunos
tipos de cancer y en algunos otros se emplea en combinacion con radioterapia,
cirugia o inmunoterapia. El objetivo principal de los compuestos usados en la
clinica contra el cancer es inducir muerte a las células neoplasicas, inhibiendo en
algunos casos procesos relacionados al ciclo celular. Los compuestos empleados
en la quimioterapia pueden inicialmente detener la division celular (citostaticos) y
posteriormente inducir la muerte celular (citotoxicos; Avendafio y Menéndez,
2008). La mayoria de los agentes antitumorales son transportados por el torrente
circulatorio y no pueden pasar a través de la barrera hematoencefalica,

excluyendo al cerebro de su efecto (Baquiran y Gallagher, 2001).




Uno de los problemas en la quimioterapia es que la mayoria de los compuestos
contra el cancer se administran en concentraciones altas, para que, por efecto de
su distribucion lleguen a concentraciones optimas a los tumores, pero presentan
toxicidad ya que no son especificos. En este sentido se han usado profarmacos
que son selectivamente activados en los tejidos neoplasicos, aprovechando
propiedades de estas células como expresion selectiva de enzimas, hipoxia y bajo
pH extracelular. Otro problema en la quimioterapia del cancer es la resistencia a
los farmacos administrados debida a proteinas trasportadoras en la membrana
dependientes de ATP, conocidas como proteinas MDR (del inglés multidrug
resistence), que se encargan de sacar de la célula los compuestos antitumorales.
Ademas, se ha observado que después de que se ha desarrollado un mecanismo
de resistencia a un farmaco antitumoral, es posible que se presente resistencia

cruzada con otros compuestos.

Existen diversas formas de clasificar a los farmacos contra el cancer. Una de ellas
es con base a su modo de accién, dependiendo de que una célula haya iniciado el
proceso de divisiéon celular o no y de la fase del ciclo celular en la que éstos
farmacos acttan, aunque es posible que un farmaco pueda tener mas de un modo
de accion (Baquiran y Gallagher, 2001), a continuacion, se describen algunos de

estos.

4.3.1 Agentes activos durante la division celular.

Dado que las células no se dividen al mismo tiempo, los agentes activos durante la
division celular se administran en varias dosis o en una infusidén continua para
inducir la muerte de las células neoplasicas cuando entran en determinada fase

del ciclo celular (Baquiran y Gallagher, 2001).

Antimetabolitos.
Los antimetabolitos son compuestos que estan estructuralmente relacionados a
compuestos que se encuentran en la célula, como: vitaminas, bases puricas y

pirimidicas o aminoacidos. En general, los antimetabolitos interactian con
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enzimas compitiendo con los metabolitos por la ocupacién del sitio catalitico en
una enzima o se incorporan a los acidos nucleicos, bloqueando su sintesis. Esto
activa sefiales de muerte celular programada (MCP) en la célula (Skeel, 2007;
Avendanio y Menéndez, 2008). La mayoria de los antimetabolitos tienen su
actividad durante la fase S del ciclo celular, como los anélogos de las bases
puricas y pirimidicas. Los antimetabolitos se caracterizan por un umbral de
concentracion, por debajo del cual no son citotoxicos sin importar el tiempo de
exposicion, pero la concentracion necesaria para su citotoxicidad disminuye con la

duracién de la exposicion (Baquiran y Gallagher, 2001; Alison, 2002; Skeel, 2007).

Entre estos farmacos se encuentran: i) Los analogos de &acido folico. El
representante de estos es el metotroxate. Este compuesto inhibe a la enzima
dihidrofolato reductasa bloqueando la sintesis de timidina. Ralitrexed (Tomudex®)
gue es una quinazolina antifolatos que inhibe la timidilato sintasa. Pemexetreb que
es una pirrolo-pirimidina antifolato que inhibe a la dihidrofolato reductasa, timidilato
sintasa y la glicinamida ribonucle6tido formiltransferasa (Skeel, 2007). ii) Analogos
de pirimidina. Estos son necesarios para la sintesis de acidos nucleicos y pueden
incorporarse tanto al ADN como al ARN (Skeel, 2007). En esta categoria se
encuentran el fluorouracilo, la citosina arabinosido, 5-azacitidina y el 2', 2'-difluoro-
2'-deoxicitidina (Holland y Frei, 2000). iii) Analogos de purinas. Se ha demostrado
gue los analogos de purinas interfieren con la interconversion de purinas. Algunos
analogos de purina también se incorporan a los acidos nucleicos (Skeel, 2007). La
principal caracteristica quimica es el reemplazo isostérico del oxigeno, carbon o
nitrogeno en el anillo de purina. El primer agente empleado fue la 6-
mercaptopurina, en la cual el grupo 6-hidoxi de la hipoxantina es sustituido por un
grupo tiol, como en el caso de la azatioprina y tioguanina. Otros analogos de
purina son el aciclovir y ganciclovir, que son nucledsidos no ciclicos con
importantes propiedades antivirales. Estos agentes son activados por reacciones
de fosforilacion, pero ellos ejercen sus efectos del mismo modo que los anélogos
de purina. No obstante, su uso en la terapia del cancer aun no se ha establecido
(Holland y Frei, 2000).
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Agentes que actuan sobre microtubulos.

Estos compuestos tienen como blanco las proteinas que forman los microtibulos,
induciendo un arresto del ciclo celular en la metafase mitética, inhibiendo la
mitosis y, por tanto, la division celular. El correcto ensamblado de los microtubulos
y su posterior despolimerizacién son indispensables para la division, ya que
permite a la célula separar las cromatidas hermanas a polos opuestos durante la

mitosis.

Este tipo de compuestos pueden dividirse en agentes estabilizantes y agentes
desestabilizantes de microtibulos (Baquiran y Gallagher, 2001). i) Agentes
estabilizantes de microtubulos. Estos compuestos se unen a los mondémeros de
tubulina induciendo su polimerizacion y estabilizan los microtubulos ya formados
evitando su despolimerizacién. Entre ellos se encuentran los taxanos: taxol
(Paclitaxel®), taxotere (Docetaxel®). ii) Agentes desestabilizantes de microttubulos.
Estos compuestos se unen a los microtubulos e inducen el desmantelamiento del
huso mitético. Dentro de esta categoria encontramos a los alcaloides de la vinca
(vincristina y vinblastina), asi como sus anélogos semisintéticos (vindesina y
vinorelbina). A altas concentraciones los alcaloides de la vinca, pueden interferir

con la sintesis de ARN y de proteinas (Baquiran y Gallagher, 2001).

Inhibidores de las topoisomerasas.

Las topoisomerasas participan en la relajacion y superenrollamiento del ADN
induciendo cortes transitorios de la cadena de ADN. Existen dos tipos de
topoisomerasas en los eucariontes, cada una con isoformas. Las topoisomerasas
de tipo | cortan en una hebra del ADN, mientras que las topoisomerasas de tipo Il
cortan ambas hebras del ADN. Los compuestos que inhiben a las topoisomerasas
pueden intercalarse en el ADN perpendicularmente a la cadena de ADN entre las
bases que lo forman. Otros compuestos pueden unirse a regiones cercanas al sito
activo de la enzima. Los compuestos que pueden inhibir a la topoisomerasa |
estan representados por los derivados de la campotecina como el irinotecan y
topotecan. Entre los compuestos que pueden inhibir a la topoisomerasa Il se
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encuentran la 9-anilino acridinas como la amsacrina, las antraciclinas, las
epipodofilotoxinas (etoposido y teniposido), mitoxantrona y antrapirazoles
(Pommier, et al., 1996). Algunos compuestos como las antraciclinas y la
actinomicina D presentan estructuras planas con propiedades hidrofébicas, lo que
les permite intercalarse en el ADN ocasionando una ligera torsion de las bases
adyacentes. También, compuestos que no se intercalan en el ADN pueden inhibir
topoisomerasas, como el caso de Hoechst 33358 el cual se aloja en el surco

menor del ADN, inhibiendo a la topoisomerasa | (Chen, et al., 1993).

4.3.2 Agentes activos no dependientes del ciclo celular.

La actividad de estos farmacos no esta limitada por la fase del ciclo celular en la
que se encuentren las células tratadas. Dichos farmacos actian directamente
sobre el ADN y no muestran especificidad por las células que se encuentran en
division. En general, son mas téxicos que los farmacos que actuan durante el ciclo
celular, ya que no distinguen entre células normales y células neoplasicas, con

una division celular activa (Baquiran y Gallagher, 2001).

Farmacos que reaccionan con el ADN.

Cambios en la estructura superhelicoidal del ADN se transducen en sefiales que
determinan que la célula sobreviva o muera. Cuando el ADN se dafa, esas
sefales le indican a la célula que debe activar mecanismos de reparacion antes de
continuar con la sintesis y prevenir que se transmitan mutaciones a las células
hijas y, con ello, comprometer su existencia. Los farmacos que interactian con el
ADN afectan al ciclo celular. ElI que la célula sobreviva o muera depende de la
medida de las interacciones del farmaco con el ADN y que tan rapidamente los
efectos adversos de dichas interacciones superen la reparacion del ADN (Alison,
2002).

Dentro de esta categoria se encuentran: i) Agentes alquilantes. Los agentes
alquilantes fueron de los primeros compuestos no hormonales con gran eficacia en

el tratamiento del cancer. Debido a su gran reactividad quimica, estos compuestos
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pueden reaccionar con muchas moléculas biolégicas. Los agentes alquilantes
pueden unirse covalentemente con macromoléculas que tienen centros
nucleofilicos como atomos de azufre en proteinas y nitrogeno del ADN. El efecto
antitumoral inicial parece ser la inhibicion de las sintesis del ADN y la division
celular. Los agentes alquilantes bifuncionales pueden unir covalentemente dos
sitios nucleofilicos en diferentes bases del ADN induciendo entrecruzamiento en la
misma cadena o en diferentes cadenas del ADN. Los agentes alquilantes clasicos

interactdan con el ADN normalmente en la posicion N7 de la guanina.

Independientemente del mecanismo involucrado en la formacion de los aductos, el
efecto final es la inhibicién de la replicacion y, en su momento, puede afectar la
transcripcion y consecuentemente la sintesis de proteinas (Holland y Frei, 2000).
i) Mostazas nitrogenadas. Estos compuestos generan iones de carbono
cargados positivamente (iones carbonio) que reaccionan con moléculas ricas en
electrones o con dobles enlaces, presentes en las bases nitrogenadas de ADN y
otras moléculas. Algunos son altamente reactivos e inestables en soluciones
acuosas como la mecloretamina. Otros han sido disefiados para ser activados en
el interior de las células hepaticas, como es el caso de la ciclofosfamida (Holland y
Frei, 2000). iii) Nitrosoureas. Las nitorosoureas son activadas rapidamente en
solucion acuosa a productos capaces de alquilar. Dentro de los agentes
alquilantes, estos compuestos son los Unicos que no presentan resistencia
cruzada con otros agentes alquilantes. En esta categoria se encuentra la
carmustina (BCNU) y la lomustina (CCNU). iv) Derivados de etileniminas. Estos
son capaces de reaccionar de modo similar a las mostazas nitrogenadas. El Unico
derivado de uso clinico es la tiotepa (trietilentiofosforamida). v) Alquil sulfonatos.
Los derivados de estos han mostrado que son capaces de interactuar con los
grupos tiol en el interior de las células. El inico compuesto activo de uso clinico es
el busulfan. vi) Triazinas. La dacarbazina es el Unico agente de este tipo.
Originalmente se habia agrupado con los antimetabolitos, ahora se sabe que
puede actuar como un agente alquilante. vii) Sales de metales. Estos
compuestos son complejos de platino con ligandos que pueden ser desplazados
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por nucledfilos para formar enlaces covalentes. En esta categoria se encuentran el

cisplatino, carboplatino y oxiplatino (Holland y Frei, 2000; Skeel, 2007).

Antibioticos con actividad antitumoral.

Su uso data desde 1930 con compuestos coloridos extraidos de cultivos de
Streptomyces y continué con el disefio de nuevos compuestos semisintéticos y
sintéticos. Estos farmacos pueden intercalarse en el ADN, unirse al ARN,
proteinas y lipidos; interfiriendo directamente con la sintesis de ADN, trascripcion y
traduccién e inhibiendo actividades enzimaticas y el funcionamiento adecuado de
la membrana celular. El mecanismo por el cual las antraciclinas ejercen su accién
antitumoral es mudltiple y complejo. Algunos compuestos interactian con la
topoisomerasa Il, tanto en células procariotas como en las eucariotas (Avendafo y
Menéndez, 2008). Ademas generan especies reactivas de oxigeno como
consecuencia de las reacciones redox en el anillo de la quinona o en el anillo base
de las antraciclinas, que pueden causar cortes al ADN de cadenas sencilla o doble
y dafio a las membranas celulares. Las antraciclinas no exhiben una especificidad
por alguna fase del ciclo celular, sin embargo, las células que se encuentran en un
crecimiento exponencial son mas susceptibles al efecto antitumoral de la
doxorubicina y la daunorubicina que las células en fase de meseta (Alison, 2002).
En esta categoria se encuentra la actinomicina D, daunorubicina, doxorubicina,
idarubicina, mitomicina C, mitoxantrona, plicamicina (Alison, 2002; Baquiran y
Gallagher, 2001).

4.3.3 Toxicidad de la quimioterapia del cancer.

En la quimioterapia como en el tratamiento con otros medicamentos, se pueden
presentar efectos no deseables (efectos secundarios). Aunque los agentes contra
el cancer presenten cierta especificidad, ellos no pueden discriminar entre células
neoplasicas y células normales. Al mismo tiempo que se eliminan las células
neoplasicas, también se ven afectadas las células normales de rapida proliferacion
como las células de la médula, las espermatogonias, células epiteliales de la cripta

gastrointestinal, entre otras. Algunos sintomas son reversibles y otros son
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irreversibles, como en el caso del dafio a las espermatogonias en el tratamiento
con agentes alquilantes pueden conducir a una esterilidad masculina (Baquiran y
Gallagher, 2001).

En el tratamiento con quimioterapia puede presentarse cardiotoxicidad (arritimias,
falla congestiva del corazon e isquemia) después de un trasplante de médula ésea
y del uso de factores estimulantes de colonias, este dafio puede llegar a ser
irreversible. La toxicidad cutanea puede afectar la pérdida de fluidos del cuerpo,
alterar la regulacion de la temperatura corporal, disminuir las sensaciones de dolor
y el tacto, teniendo gran impacto en como el paciente percibe su alrededor. La
hepatotoxicidad puede presentarse como: enfermedad veno-oclusiva, fibrosis
cronica, colestasis y disfuncion hepatocelular, conduciendo a una aumento de
enzimas hepaticas y bilirrubina, hiperpigmentacion de la piel, hepatomegalia,

ascitis, letargia, anorexia y nausea.

Uno de los problemas de la quimioterapia del cancer con un efecto mas negativo
en los pacientes es la pérdida de pelo (alopecia), la caida de pelo puede ser
minima (<25%), moderada (de 25-50%) o severa (>50%) dependiendo del
farmaco o combinaciones, puede iniciarse después de la segunda semana y tarda
de 3 a 5 meses después del tratamiento en volver a crecer. También, puede
presentarse eritema de extremidades (sindrome de manos y pies),
hiperpigmentacion de la piel y ufias, alta sensibilidad a quemaduras por el sol
(fotosensibilidad), diarrea, anorexia, alta produccion de moco en las distintas
membranas mucosas (mucositis), mielosupresion, anemia, neutropenia,
nefrotoxicidad, neurotoxicidad, toxicidad pulmonar, malformaciones fetales

(teratogénesis) y mutagénesis (Baquiran y Gallagher, 2001).

4.4 Hormonas y antagonistas de hormonas.

Este es un tratamiento paliativo eficaz en canceres dependientes de hormonas.
Pueden dividirse en hormonas y antagonistas de hormonas (antihormonas) que
tienen efectos benéficos en la terapia del cancer. Algunas hormonas afectan el
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ambiente celular, alterando la permeabilidad de su membrana, de manera que
afectan la proliferacién. Estos farmacos son hormonales o agentes parecidos a
hormonas que inhiben la proliferaciéon neoplasica, bloqueando o antagonizando
sustancias que estimulan la proliferacion neoplasica de modo natural (Alison,
2002). En esta categoria se encuentran: andrégenos (proprionato de testosterona,
metiltestosterona, fluoximesterona), antiandrégenos (flutamida), antiestrogenos
(tamoxifen), inhibidores de la aromatasa (aminoglutetimida), estrogenos:
(dietilestilbestrol, estradiol), glucocorticoides (prednisona, hidrocortisona,
dexametasona), inhibidores de la gonadotropina (leuprolido, goserelin),

progestinas (acetato de megestrol; Skeel, 2007).

4.5 Inmunoterapia.

En la inmunoterapia del cancer se administran agentes inmunolégicos que inducen
0 promueven la respuesta inmune antitumoral del paciente. La inmunoterapia se
divide en activa y pasiva. La primera actia por estimulacion de la inmunidad
antitumoral del huésped, ya sea celular o humoral. Este efecto se puede conseguir
de forma especifica, mediante vacunas antitumorales o inespecifica, con
sustancias como BCG, levamisol, Corynebacterium. La inmunoterapia pasiva
consiste en la administracion de agentes biologicos activos con propiedades
antitumorales, como los anticuerpos. En la inmunoterapia del cancer se emplean
vacunas, interferén-a (IFN-a), interleucina (IL-2), Factor de necrosis tumoral (TNF),

anticuerpos monoclonales (Cetuximab), entre otros (Estapé y Gonzélez, 1995).

En las vacunas contra el cancer se administran células neoplasicas atenuadas,
sus lisados o antigenos tumorales purificados, para estimular el sistema inmune
del paciente. La inmunoterapia activa con vacunas, cambia el ambiente neoplésico
y promueve la destruccion de las células neoplasicas, activando una a respuesta
tanto humoral, como celular. Los anticuerpos tienen la particularidad de ser
especificos para un tipo cancer, y la eliminacion de las células neoplasicas esta
mediada por el complemento o por citotoxicidad dependiente de células (Holland y
Frei, 2000).
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4.6 Terapia con enzimas.

El crecimiento de las células neoplasicas y normales depende de la disponibilidad
de nutrientes especificos y cofactores necesarios para la sintesis de proteinas.
Algunos nutrientes pueden ser sintetizados dentro de la célula, mientras que otros
no, por ejemplo los aminoacidos esenciales provienen de fuentes externas. La
capacidad de sintesis de asparagina esta notablemente reducida en células
neoplasicas de origen linfoide. La asparaginasa cataliza la conversion de L-
asparagina a acido aspartico y amonio. Esta ultima enzima no entra en las células
por lo que soOlo puede degradar la asparagina circulante necesaria para la
proliferacion de las células tumorales (Ellis y Swain, 1996; Skeel, 2007).

El objetivo de la radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia, inmunoterapia y
terapia con enzimas, es inducir la muerte en las células neoplasicas, ya que
algunos canceres no se pueden eliminar mediante intervencién quirdrgica.
También, pueden emplearse en combinacién para aumentar la eficiencia del

tratamiento contra el cancer.

5. MUERTE CELULAR.

El tamafio y la forma de un organismo pluricelular estan determinados por
procesos de proliferacion y muerte celular. También, la exposicion a sustancias
toxicas y ambientes nocivos, como en el trauma, producen muerte celular. Una
célula puede morir por una muerte celular programada (MCP), como en el caso del
desarrollo o envejecimiento o por una muerte accidental (muerte celular no

programada; Von Bernhardi, 2004).

5.1 Muerte celular programada.

Un organismo elimina las células que no le son utiles por mecanismos de muerte
celular programada. Existen multiples modos de MCP y estos mecanismos
presentan diferencias entre ellos debido al propio mecanismo involucrado. En ellos

se pueden inducir la expresion de genes y activar diversas vias de sefializacion
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celular durante procesos biolégicos como el desarrollo, interaccibn con

microorganismos 0 en respuesta a compuestos antitumorales, entre otros.

En la MCP pueden participar varios organelos como mitocondria, lisosomas y

reticulo endoplasmico.

) La mitocondria. La funcién principal de la mitocondria es la generacién de
energia en forma de ATP, al mismo tiempo puede participar en procesos de
muerte celular. En el espacio intermembranal de la mitocondria se encuentran
proteinas como citocromo C, Smac/DIABLO, u Omi que son liberadas al
citoplasma cuando se produce dafio a la mitocondria. Tanto Smac/DIABLO como
Omi son proteinas que compiten con las caspasas por las proteinas inhibidoras de

la apoptosis (IAP, por sus siglas en inglés).

El citocromo C en el citosol puede participar en la formacién de apoptosoma
(complejo con procaspasa-9, citocromo C y Apaf-1), en un proceso dependiente
de dATP o ATP que conduce a la escisibn de la procaspasa-9. La caspasa-9
activada en el proceso anterior puede activar a las procaspasa-3 y 7, las cuales en
su forma activa son denominadas caspasas ejecutoras. Las caspasas ejecutoras
son responsables del corte de otras proteinas que producen las caracteristicas

morfoldgicas y bioquimicas de la apoptosis.

Un dafio a la mitocondria (por un aumento en la concentracion de calcio o por
radicales libres), permite que el citocromo C disociado de la membrana interna
atraviese la membrana externa a través de canales posiblemente formados por la
combinacion de Bid y Bax, conduciendo a la activacion de las caspasas

ejecutoras.

II) Los lisosomas. La permeabilizaciéon de la membrana lisosomal conduce a la
liberaciébn de proteinas de su interior, entre estas proteinas se encuentran las

catepsinas B y L (proteasas de cisteina) y la catepsina D (proteasa de aspartato).
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Esta liberacion es ocasionada por un dafio mediado por especies reactivas de
oxigeno o por la acumulacion de la esfingosina (detergente lisosomotrépico). Una
permeabilidad parcial conduce a una muerte de tipo apoptdtico, mientras que una
permeabilidad elevada conduce a una necrosis. Algunos reportes han sugerido
que la liberaciobn de catepsinas puede actuar activando caspasas. Ademas
catepsina D puede llevar a la liberacion del factor inductor de apoptosis (AlF).

[lI) El reticulo endoplasmico (RE). Es un organelo sensor de estrés celular
importante que puede inhibir la sintesis proteica. Si se presenta un dafio en el RE
se puede desencadenar la apoptosis, como respuesta a proteinas mal plegadas o
a una liberacion de calcio al citosol. El aumento de la concentracion de calcio en el
citosol conduce a la activacion de otras proteasas activadas por calcio,
denominadas calpainas. Concentraciones bajas o0 moderadas de calcio (200-400
nM) pueden activar la apoptosis, mientras que concentraciones mayores a 1 yM

se asocian a necrosis (Broker, et al., 2005).

En la actualidad, existe discrepancia entre investigadores, en cuanto al modo de
nombrar a los distintos mecanismos de muerte celular. A continuacién, se
menciona los mecanismo de muerte celular mejor estudiados, tomando en cuenta
recomendaciones del Comité de nomenclatura en muerte celular (NCCD, por sus
siglas en inglés) formado por editores del la publicacion cientifica Cell Death and
Differentiation. Al evaluar un mecanismo de muerte celular hay que tener presente
que en la eliminacion de células puede participar mas de un programa de muerte

celular (Kroemer, et al., 2005).

5.1.1 Apoptosis o muerte celular tipo |I.

Frecuentemente se emplea apoptosis como sinénimo de muerte celular
programada, sin embargo la apoptosis es soOlo un tipo de muerte celular
programada. El término apoptosis fue introducido por Kerr para describir
caracteristicas morfologicas de la muerte de las células. Dentro de estas se

encuentran el redondeamiento transitorio de la célula, reduccion del volumen
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celular, condensacion de la cromatina (picnosis), fragmentacion del nucleo
(cariorexis), lisis del nucleo (cariolisis), poca o ninguna modificacion de los
organelos, formacion de protuberancias en la membrana plasmatica que son las
precursoras de cuerpos apoptoticos. Es un proceso activo (dependiente de
energia) de desmantelamiento celular y, dado que no hay liberacién de contenido
citoplasmatico, no se produce inflamacion en los tejidos donde ocurre (Kerr, et al.,
1972; Kroemer, et al., 2005).

Dentro de las caracteristicas observadas por analisis bioquimicos estan la
fragmentacion de ADN en escalera, aunque también puede ocurrir apoptosis sin
fragmentacion oligonucleosomal. Es promovida por un grupo de proteasas de
cisteina-aspartato conocidas como caspasas. En ensayos con inhibidores de
caspasas se ha encontrado también que las células pueden morir por apoptosis,
no obstante la activacion de las caspasas es necesaria para la adquisicién de la
morfologia apoptética. Sin embargo, la evaluacion de la fragmentacion de ADN o
la activacion de caspasas son Utiles para determinar la apoptosis. La apoptosis

puede asociarse 0 no a la activacion de caspasas (Kroemer, et al., 2005).

La apoptosis es un proceso fisiologico normal, que se lleva a cabo durante el
desarrollo, recambio de los epitelios de revestimiento y homeostasis de
numerosos 6rganos. Ademas de su papel fisiolégico normal, la apoptosis es un
mecanismo importante por el cual compuestos antitumorales ejercen su efecto
(Kim, et al., 2002; Bamford, et al., 2000, Kerr, et al., 1994) en células neoplasicas,
como cancer de préstata, pulmén, mama y colén, entre otras. Cuando éstas son
sometidas a tratamientos, tales como irradiacion, hormonal y/o a una variedad de
compuestos quimioterapéuticos, incluyendo inhibidores de los microtabulos, de la
sintesis de ADN, o de la topoisomerasa, (Yang, et al.,, 1996, Merchant, et al.,
1996). Numerosos trabajos reportados en la literatura han sefialado que los
farmacos tales como taxol, vinblastina, taxol, etoposido (McCloskey, et al., 1996),
ara-C, adriamicina, compuestos antitumorales de origen natural (Ye, et al., 1998),

al igual que algunas acridinas inducen la muerte de las células neoplésicas a
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través de un programa de muerte celular programado o apoptosis, tanto in vivo
como in vitro (Kaufmann y Earnshaw, 2000; Kim, et al., 2001; Makin y Hickman,
2000). Resultados publicados previamente en el caso de m-AMSA han
demostrado que aumenta la ruptura de ADN via la ADN topoisomerasa II,

produciendo apoptosis (Oestergaard, et al., 2004).

Se ha descrito que las células incapaces de experimentar la apoptosis pueden ser
mas susceptibles a la acumulacion de alteraciones genéticas que las células
normales (Bargou, et al., 1995). Este es uno de los mecanismos involucrados en la
progresion del cancer y en la resistencia de los tumores a la quimioterapia o
radioterapia (Sierra, et al., 1998). La apoptosis puede presentarse casi en todos
los tumores malignos sin tratamiento o durante el tratamiento con agentes
genotoxicos que dafan el ADN usados frecuentemente en la terapia del cancer, u
otros agentes (Sumantran, et al., 1995; Lieberman, et al., 1995).

5.1.2 Autofagia o muerte celular tipo Il

Es un proceso de autodigestion, en el cual los lisosomas se encargan de eliminar
principalmente organelos dafiados. La autofagia se inicia cuando parte del citosol
u organelos se interna en vacuolas de doble membrana conocidas como
autofagosomas. La formacion de estas vacuolas esta bajo el control de GTPasas y
cinasas de fosfatidil inositol, también participan sistemas de conjugacion similares
al de ubiquitinacion. Los autofagosomas se fusionan con los lisosomas en un
proceso dirigido por los microtubulos, para finalmente degradar su contenido. En
este tipo de muerte se produce una minima o nula condensacion de la cromatina.
Las células que entraron en autofagia pueden ser fagocitadas por células vecinas
(Fink y Cookson, 2005; Broker, et al.,, 2005). La autofagia puede ser estimulada
por varias situaciones de estrés, incluyendo la disminucion de nutrientes. En
situaciones como en la disminucidon de nutrientes, proporciona nutrientes que

permite sobrevivir a células vecinas.
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La autofagia o muerte celular programada tipo Il es diferente de la apoptosis 0
muerte celular programada tipo |, sin embargo, las relacién entre la autofagia y la
apoptosis es compleja, ya que la autofagia no sélo es capaz de colaborar con la
apoptosis para producir muerte celular, si no que también puede ser un
mecanismo que le ayuda a las células a sobrevivir (Codogno y Meijer, 2005;
Kroemer, et al., 2005; Broker, et al., 2005).

5.1.3 Paraptosis.

La paraptosis es un tipo de muerte celular programada en la que hay un aumento
de volumen de la mitocondria y del RE. Esta muerte es independiente de
caspasas Y, por lo tanto, no se bloquea con inhibidores de caspasas, no se forman
cuerpos apoptoticos, ni se observan caracteristicas de la apoptosis. Puede ser
activada por miembros de la familia TNF y por el receptor del factor de crecimiento
tipo insulina y es mediada por la proteina cinasa activada por mitogenos MAPK
(Broker, et al., 2005).

5.1.4 Catastrofe mitotica.

Es un tipo de muerte celular que ocurre durante la mitosis 0 procesos que la
desregulen. Puede estar acompafada de alteraciones morfolégicas como la
formacion de micronucleos, que contienen cromosomas o fragmentos de
cromosomas que no se distribuyeron correctamente a las células hijas. También,
puede presentarse multinucleacion, donde hay dos o mas nucleos con tamarfios
aproximadamente similares resultado de una separacion deficiente durante la
citocinesis. Se ha sugerido el cambio de muerte por catastrofe mitotica por el de
muerte precedida a multinucleacion o muerte celular en metafase (Kroemer, et al.,
2005). La catastrofe mitotica puede ser activada por agentes que estabilicen o
desestabilicen los microtubulos y por agentes que dafien al ADN. Este mecanismo
de muerte elimina células cerca o durante la metafase en un modo independiente
de p53 o de modo parcialmente dependiente de p53 después de que fallb la

mitosis por activacion del punto de control de ploidia (Broker, et al., 2005).
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5.1.5 Anoikis.

Es un tipo de apoptosis en la que las células pierden su adhesién a la matriz
extracelular o a otras células. Se ha reconocido como un tipo de muerte celular y
se encuentra ampliamente difundido en la literatura. Sin embargo, es importante
profundizar sobre las circunstancias en la que se presenta la anoikis, ya que las

células se pueden desprender en varios tipos de muerte (Kroemer, et al., 2005).

5.1.6 Exocitotoxicidad.

Es una forma de muerte celular que ocurre en neuronas cuando se produce la
apertura de canales de calcio, mediado por aminoacidos excitadores como el
glutamato. La apertura de estos canales conduce a un incremento en la

concentracion de calcio intracelular y a la muerte (Kroemer, et al., 2005).

5.2 Muerte celular accidental: oncosis o0 necrosis.

La oncosis es un tipo de muerte celular que no presenta signos caracteristicos de
apoptosis o de autofagia. El término oncosis deriva del griego onkos que significa
hinchado, es un tipo de muerte celular en la que el citoplasma aumenta de
volumen, hay una ruptura mecénica de la membrana plasmatica, se dilatan los
organelos celulares, existe una rapida peérdida de los potenciales de membrana,
también puede presentarse moderada condensacion de la cromatina. Es un tipo
de muerte celular que se considera no programada y ocurre como respuesta a
dafio celular por efecto hipoxia, traumatismo, sustancias quimicas, agentes
infecciosos, variaciones térmicas o radiaciones ionizantes, entre otros (Kroemer, et
al., 2005). Es un proceso no dependiente de energia, en la que el contenido
citoplasmico es liberado produciendo inflamacion en los tejidos circundantes. La
oncosis también puede ser causada por agentes que puedan interferir con la
generacion de ATP o por procesos gue causen un consumo descontrolado de
energia. La disminucion de la funcion en los canales idnicos dependientes de ATP,
como consecuencia de niveles bajos de energia puede conducir a la apertura de
dichos canales en la membrana. Esta apertura de canales permite la entrada de

cationes provocando un hinchamiento de la célula y posteriormente su lisis.
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La disminucion de los niveles de ATP es resultado de una disminucion de
nutrientes o de oxigeno. Las especies reactivas de oxigeno también pueden
participar en la produccion de muerte celular. La principal fuente de especies
reactivas de oxigeno es la mitocondria. Las especies reactivas de oxigeno pueden
generar enlaces cruzados entre cadenas de ADN, ADN-proteinas y oxidaciéon de
purinas. El dafio al ADN puede activar respuestas mediadas por p53 y por PARP.
La via que involucra a p53 puede ocasionar un arresto al ciclo celular y en caso
dado, muerte por apoptosis, mientras que la hiperactivacion de PARP conduce a
una necrosis. Ademas, en ausencia de fagocitosis los cuerpos apoptéticos pueden
perder su integridad y proceder a una necrosis secundaria a la apoptosis (Fink y
Cookson, 2005). En la literatura referente a muerte celular se emplea necrosis y
oncosis como sindnimo. Por otro lado, los patdélogos han empleado el término
necrosis para denotar a las caracteristicas morfoldégicas que ocurren después de
que la célula ha muerto y alcanza el equilibrio con el tejido que lo rodea, sin
importar el proceso que lo promovio. En el primer caso se habla de una muerte por

oncosis o de tipo necrotico y en el segundo caso de tejido necrético.




6. ANTECEDENTES

Dentro de los compuestos citotéxicos, han llamado la atencion algunos derivados
de la acridina. Se ha reportado, que son sustancias activas en lineas celulares de
leucemia y en tumores soélidos de ratén, ademas de que son capaces de unirse al
ADN (Su, et al., 1995).

Las acridinas citotoxicas interactian con el ADN e inhiben la actividad de la
topoisomerasa Il. Este es el caso de la amsacrina (m-AMSA, figura 2), compuesto
antileucémico. También, se ha reportado que algunos compuestos como las
quinolinas, que estan estructuralmente relacionados a las acridinas, pueden
intercalarse en el ADN (Xia, et al., 1998). La intercalacion en el ADN no
necesariamente es un reflejo de actividad citotoxica, por ejemplo, la 9-
anilinoacridina (figura 2) se intercala en el ADN pero carece de actividad citotoxica.

@ B. H3COj©/NHSOZCH3
HN HN
= —
N N

Figura 2. Estructuras de 9-anilinoacridina (A) y amsacrina (m-AMSA, B).

A.

En 1997, Alvarez-lbarra y colaboradores reportaron la sintesis y estudio in vitro de
varios compuestos con una estructura base de tiazolo[5,4-b]quinolina (figura 3)

como potenciales agentes antitumorales.

Figura 3. Tiazolo[5,4-b]quinolina
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Su evaluacién se realizé en diferentes lineas celulares. EI compuesto 2-[[2-(N,N-
dietilamino)etillJamino]-7-fluoro-9-hidroxitiazolo[5,4-b]quinolina (figura 4A, R = F)
fue el mas activo de toda la serie en las lineas celulares P-388 de linfoma de raton
y A-549 de pulmdén humano. En este estudio se observd que la presencia de un
atomo de fldor en la posicion 7 o un grupo [(N,N-dietil)etillamino en la posicion 2,
eran factores importantes para la induccion de una actividad citotdxica

significativa.

También, se observd que la presencia de un grupo 1-(4-metilpiperazinil) en
posicién 2 disminuye la actividad citotoxica con respecto al derivado con un grupo
[(N,N-dietil)etillamino en la misma posicion, lo cual se puede atribuir a que la
rigidez del anillo de piperazina no permite una adecuada conformacion de la
cadena lateral para lograr la intercalacion en el surco menor del ADN (Alvarez-
Ibarra, et al., 1997).

OH ' OH
NNOH

A\
p >7N\/\N/\ p
N~ TS K N~ TS
Figura 4. Primer serie de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina. R= H, Me, F. Tomado
de Alvarez-lbarra, C. et al., 1997.

Con el objetivo de obtener nuevos derivados tiazolo[5,4-b]quinolina con mayor
actividad citotoéxica, y apoyandose en estudios de modelado molecular, de analisis
conformacional, de calculo de propiedades electronicas, etc., Rodriguez-Loaiza y
colaboradores, en 2004 sintetizaron nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina

incorporando a la posicion 9 un grupo anilino con y sin sustituyentes (figura 5).
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1 R;=H R,=SCH3 R3=H
2 R;=H R,=NHCH2CH2N(CH2CH3)2 R3=H

HN R3 3 R1:NH2 RZZSCHg R3:H
S N 4 R]_:NHCOCHg RZZSCHg R3:H
_ \>'R2 5 R1:NH2 RZZSCHg R3:CH20H
N S

Figura 5. Segunda serie de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina. Tomado de
Rodriguez-Loaiza, et al., 2004.

A estos compuestos se les determind su actividad citotdxica en las lineas celulares
tumorales humanas: HelLa, CaLo y C-33 de cérvix, SW-480 y SW-620 de colon,
MCF-7 de mama, CHO células de ovario de hamster chino y K-562 de
eritroleucemia. Los resultados se resumen en la tabla 2. Ademas, se determinaron
las propiedades intercalantes de dichos compuestos las cuales variaron de

acuerdo al patron de sustitucion.

Tabla 2. Actividad citotoxica (ICso, uM) de los derivados tiazolo[5,4-b]quinolina de
la segunda serie y m-AMSA como referencia, en lineas celulares tumorales
humanas. Se muestra los valores de ICso Y Su respectiva desviacion estandar La

estructura para cada compuesto se indica en la figura 5.

L.celulal —\ep 7 Hela  Calo C-33  SW-480 SW-620 CHO  K-562

Compuesto

1 >200 >200  198.3+158 153.747.7  >200 >200 >200 >200

2 16.6+2.7 15.96+0.3 29.9+1.5  22.4+4.2 37.7+0.8 21.6+1.8 30.6+11.1 16.8+0.5
3 74.3+19.2 176.5+30.3 128.1+25.4 138.8+23.9  >200 >200  136.8+18.2 143.4+115
4 132.3+285  >200 >200 >200 >200  153.9+28.6 58.8+2.7 85.3+10.2
5 138.5+23.4  >200 106.4+2.1  >200 >200  183.9+69.9 111.4+65 143.4+6.9

m-AMSA 4.1+1.2 9.54+0.6 18.3+1.5 8.8+0.5 27.7+2.0 16.7+2.8 9.3+2.7 19.9+0.8

Tomado de Rodriguez-Loaiza, et al., 2004

Algunos de estos compuestos presentan actividad citotoxica significativa, con
relacion a su capacidad de intercalarse en el ADN (datos no mostrados). Se
observd que el compuesto 2, es el mas citotoxico de la serie (tabla 2) y tiene baja
afinidad por el ADN pero se incorpora en mayor proporcidon que los otros
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compuestos al ADN; por el contrario, el compuesto 3 muestra una alta afinidad
pero su incorporacion es menor con relacién al compuesto 2. De lo anterior, se
deduce que el compuesto 3 tiene una mayor selectividad que el compuesto 2

(Rodriguez-Loaiza, et al., 2004).

Aungue estos compuestos son citotoxicos, los valores de ICso son altos, por lo
que, el grupo dirigido por Lira-Rocha sintetizO una tercera serie de derivados
tiazolo[5,4-b]quinolina. A estos compuestos se les determind su actividad
citotoxica en diversas lineas celulares tumorales. Los compuestos mas activos
fueron los que presenta un grupo [(N,N-dietil)etillamino, no obstante que dicho
sustituyente se encuentre en diferentes posiciones, con valores de ICsy desde 9.5
hasta 28 uM, y mas de 200 uM para algunos derivados sin dicho sustituyente.
Ademas, presentaron una mayor intercalaciéon en el ADN, comparada con los
derivados que no tenian el sustituyente [(N,N-dietil)etillamino (Loza-Mejia, et al.,
2008)

El grupo dirigido por Lira-Rocha, ha propuesto otros sustituyentes de la estructura
de tiazolo[5,4-b]quinolina, como cambiar el sustituyente [(N,N-dietil)etillamino por
[(N,N-dietil)propillamino. Los resultados previos para la actividad citotoxica,
mostraron una mayor actividad citotoxica, comparada con la serie anterior. Los
compuestos BACOZET y B3KTN no tienen el sustituyente [(N,N-dietil)propillamino,
y sus ICsq fueron altas o no fue posible determinarlas (tabla 3; Camacho A, Molina
S. etal., 2004).




Tabla 3. Actividad citotéxica (ICso, uM) de los derivados tiazolo[5,4-b]quinolina de

la cuarta serie. Se muestra los valores de ICsp y su desviacion estandar.

Linea celular/

Compuesto K-562 CalLo MCF-7 HelLa SW-480 SW-620
D3CNP 12.88+3.59 16.49+5.64 17.47+3.07 19.21+0.78 11.53+3.59 19.65+2.0X10°
D3CLP 7.82+0.32 12.88+12.54 9.72+3.41 7.46x1.36 7.91+2.07 10.17+2x10°
DACNP 12.88+9.49 28.02+12.54 20.56+6.67 24.18+4.36 22.70+2.81 29.15+5.91
A2P 7.52£1.91 14.08+4.36 11.17+2.91 6.27+0.87 6.90+3.62 16.56+3.17
D4CLP 5.79+0.51 6.15+0.88 6.80+0.41 7.34+0.43 6.22+0.91 5.84+0.68
cozp 17.52+0.93 15.23+0.80 24.44+1.38 15.91+1.87 15.76+2.73 24.4+4.13
B3COZET >80 >80 >80 >80 >80 >80
B3KTN * * * * * *

* Indeterminado

Tomado de Camacho A, Molina S. et al., 2004.

La sensibilidad de las lineas celulares estudiadas fue diferente, siendo la mas

sensible la linea celular K-562 como se observa en la tabla 3, seguida de Hela.

Uno de los derivados tiazolo[5,4-b]quinolina méas activos fue D3CLP del cual no

se ha reportado informacion adicional,

propiedades de éste compuesto en el presente trabajo (figura 6).

HN

N
DD

N

N/_
\_

Figura 6. Estructura quimica del derivado tiazolo[5,4-b]quinolina D3CLP.

por lo que estudiamos diversas
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7. JUSTIFICACION.

En la quimioterapia del cancer, tanto la resistencia a los antitumorales, como sus
efectos secundarios han promovido la busqueda de nuevos compuestos
antitumorales que sean una opcién en el tratamiento de esta enfermedad. Desde
hace afios, se ha intensificado la investigacion para la obtencion de nuevos
farmacos para ser utilizados en la clinica oncolégica. Muchos de estos

compuestos provienen de fuentes naturales y/o son sintetizados en el laboratorio.

La obtencién de nuevos farmacos antitumorales es relevante, ya que se requieren
nuevos compuestos con mejores propiedades de selectividad y efectividad contra

las células neoplasicas.

Dentro de las sustancias sintéticas con actividad antitumoral potencial se
encuentran compuestos triciclicos, como los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina.
En estudios previos se ha demostrado que algunos de estos derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina pueden intercalarse en el ADN, pero aun no se ha descrito

el tipo de muerte que inducen, ni el proceso que la activa.

Considerando lo expuesto anteriormente, en el presente estudio, se evalué el
efecto del derivado tiazolo[5,4-b]quinolina D3CLP, en el ciclo celular, induccion de
la fragmentacion del ADN y activacion de caspasas ejecutoras en células K-562.
Se analiz6 si el compuesto D3CLP puede intercalarse en el ADN e inhibir a la
topoisomerasa |l in vitro, asi como, su citotoxicidad en células no tumorales. Lo
que nos permitira entender el mecanismo de muerte, por el cual este tipo de

derivados tiazolo[5,4-b]quinolina ejercen su efecto citotdxico.




8. HIPOTESIS:

El derivado tiazolo[5,4-b]quinolina D3CLP citotoxico podra intercalarse en el ADN,
inhibir la topoisomerasa 1l y conducir a una muerte celular programada en células

de eritroleucemia humana K-562.

9. OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el mecanismo por el cual el derivado de tiazolo[5,4-b]quinolina D3CLP

induce muerte en células de eritroleucemia humana K-562.

9.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar el efecto de D3CLP en el ciclo celular de células K-562.

Analizar la fragmentacién de ADN en células K-562 tratadas con D3CLP.
Estudiar la actividad de caspasas en células tratadas con D3CLP.

Evaluar la intercalacién de D3CLP en el ADN in vitro.

Analizar el efecto de D3CLP sobre la actividad de la topoisomerasa Il in vitro.
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Evaluar la citotoxicidad de D3CLP en células no tumorales.




10. MATERIALES Y METODOS.

MATERIALES

Linea celular

Se emplearon células K-562 de eritroleucemia, provenientes de una mujer con
leucemia mielégena crénica (Lozzio y Lozzio, 1979). Estas células presentan una
translocacion entre el cromosoma 9 y el 22, conocido como cromosoma Filadelfia
(Evans, et al., 1987) y presenta la insercion de una citosina entre el codon 135y
136 en el gen p53, generando un codon de término de la transcripcion unas bases
adelante generando un codoén de paro de la transcripcion. La proteina codificada
es no es funcional y rapidamente degradada (Lobbert, et al., 1988; Law, et al.,
1993).

Compuesto analizado

D3CLP

Nombre: 9-[(3-cloro)fenilamino]-2-[3-(dietilamino)propilamino]tiazolo[5,4-
b]quinolina

P. M. 439 g/mol

logP tedrico: 6.18; El coeficiente de particion octanol-agua (logP) es una mediada
de que tan liposoluble o hidrosoluble es un compuesto. El valor calculado nos

indica que D3CLP es liposoluble.

Medio de cultivo. Medio RPMI

Medio RPMI 10 g (1 sobre) Gibco-Invitrogene
L-Piruvato 100X 10 mL Gibco-Invitrogene
Antibidtico-antimicotico 100X 10 mL Gibco-Invitrogene
Aminoéacidos no esenciales 100X 10 mL

NaHCO; 63.3 mM

HEPES 9.23 mM

Agua desionizada estéril c.b.p. 900 mL
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La preparacion se realiz6 en una campana de flujo laminar utilizando material
estéril. En un vaso de precipitado (1 L) se disolvié el sobre de medio de cultivo en
700 mL de agua desionizada junto con los otros complementos sélidos usando un
agitador magnético. Se adicionaron los constituyentes liquidos se agité y se
adicion6 agua desionizada suficiente para completar 900 mL. Se esterilizd por
filtracion el medio a través de membrana con un tamafio de poro de 0.22 um. Se
complementé con 10% de suero de bovino fetal inactivado (SFB), 100 pg/mL de
penicilina G sédica y 0.25 ug/mL de estreptomicina (GIBCO®). De igual modo, se
requirio de un control de esterilidad. Los frascos se conservaron bien cerrados y
en refrigeracion. Para verificar su esterilidad, se colocé una alicuota del medio en

una caja petri estéril y se incubé a 37 °C, por 48 horas.

Medio de congelacion

Medio de cultivo RPMI complementado 95%

DMSO 5%

Los componentes se homogenizaron en un tubo de centrifuga estéril y se

conservaron en congelacion -20 °C.

PBS (Solucién amortiguadora de fosfatos)

NacCl 136.89 mM
KCI 2.68 mM
KH2PO4 1.76 mM
Na,HPO4 10.14 mM

Agua destilada c.b.p. 1 L

Se preparo un litro de solucion amortiguadora con las sales mencionadas. En caso

necesario, se ajusté el pH a 7.4. Se esteriliz6 en autoclave.




PBS-EDTA (Solucién amortiguadora de fosfatos con EDTA)

NacCl 136.89 mM
KCI 2.68 mM
KH2PO4 1.76 mM
Na;HPO4 10.14 mM
EDTA 1 mM

Agua destilada c.b.p. 1 L

Se prepar6 un litro de solucion amortiguadora con las sales mencionadas. En

caso, necesario se ajusto el pH a 7.4. Se esteriliz6 en autoclave.

Solucion de MTT (2.5 mg /mL)

Para preparar 50 mL.

MTT 125 mg
PBS c.b.p. 50 mL

Se pes6 el MTT en un tubo de 50 mL estéril empleando guantes y cubre bocas ya
gue es un compuesto toxico. Al tubo se adicion6 25 mL de PBS para disolver el
MTT. Posteriormente, se ajustd el volumen a 50 mL. Se cubrié el tubo con papel

aluminio y se conservo en refrigeracion.

Solucién fijadora para TUNEL Paraformaldehido al 4%
Para preparar 50 mL

Paraformaldehido 24

PBS c.b.p. 50 mL

Se calentaron 40 mL de PBS en vaso de precipitado a 60 °C en una parrilla. Se
agrego el paraformaldehido y en agitacion se conservo ésta temperatura hasta
que se disolvié el paraformaldehido. Se dej6 enfriar y enseguida se aforé a 50 mL.
La solucién se guardd en refrigeracion a 4 °C perfectamente sellada y rotulada

hasta su uso. La solucién preparada es 6ptima durante dos semanas 0 mas.
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Composicion de la solucién amortiguadora de lisis celular

DTT

Tris-HCI

Glicerol

EDTA pH 8.5

Tritébn X-100

PMSF

Ortovanadato

Azida de sodio

Inhibidores Complete Roche
H.O c.b.p.

1mM

10 mM
30%
1mM
1%
1mM
1mM

15 mM

1 Tableta
50 mL

La solucion amortiguadora conteniendo los reactivos mencionados se conservo a -

20 °C hasta el momento de su uso.

Inhibidor de proteasas concentrado.

Complete® Roche
H,O c.b.p.

1 Tableta
2 mL

Solucién amortiguadora de lectura para cuantificar actividad de caspasas

Sacarosa
HEPES
EDTA
EGTA
CHAPS
DTT

H.O c.b.p.

10%
10 mM
1mM
20 uyM
0.1%
10 mM
50 mL

La solucion amortiguadora conteniendo los reactivos anteriores se conservo en

congelacion a -20 °C hasta el momento de su uso. Antes de usar se agregd 2 uL

*°]
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del inhibidor de proteasas concentrado por cada mililitro de solucién
amortiguadora de lectura.

Solucion amortiguadora de lectura para intercalacion en el ADN

Tris-HCl pH 7.4 0.1 M
NaCl 0.15M
H.O c.b.p 200 mL

La solucion amortiguadora fue esterilizada en autoclave y conservada en

refrigeracion a 4 °C hasta su uso.
ADN de timo de ternera
ADN de timo de ternera 600 pg/mL
Solucién amortiguadora de lectura 50 mL
para intercalacion c.b.p.
Esta solucidn se conservo en congelaciéon a -70 °C hasta su uso.
Bromuro de etidio
Bromuro de etidio 6 mM
H,O c.b.p. 10 mL

Esta solucion se conservo protegida de la luz a -20 °C hasta su uso.

Solucion amortiguadora de corrida para geles de agarosa TAE 1X

Tris 40 mM
EDTA 1 mM
Acetato de sodio 20 mM
H.O c.b.p. 1L

Esta solucion amortiguadora se conservo a temperatura ambiente hasta su uso.
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METODOS

Mantenimiento del cultivo celular.

Todos los procedimientos se realizaron en una campana de flujo laminar, en
condiciones de esterilidad. Se utilizé material limpio y estéril en la manipulacién de
medio de cultivo y lineas celulares. Las células se mantuvieron en crecimiento en
cajas petri de plastico estériles, con medio de cultivo RPMI complementado con
10% de suero de bovino fetal el cual se cambié cada tercer dia o segun se
requirid. Los cultivos se incubaron en un ambiente con 5% CO,, con una humedad
relativa del 98%, a 37 °C (condiciones 6ptimas para el cultivo celular). EI cambio
del medio de cultivo se realizé de la forma siguiente: ya que las células K-562 se
adhieren a la caja petri, se elimin6 el medio de cultivo por decantacion. Las células
adheridas a la caja petri se lavaron con una solucién de PBS-EDTA, con el
objetivo de eliminar la mayor cantidad de detritos, y se observaron al microscopio.

Finalmente, se adicion6é medio fresco y las células se volvieron a incubar.

Propagacioén de lineas celulares

Cuando las lineas celulares llegaron a una confluencia de 90% (cantidad de
células que ocupan el 90% de la superficie de la placa), se propagaron en otra
caja petri para disminuir su confluencia y asi evitar la saturacion, para ello, se
elimind por decantacién el medio de cultivo de la caja. Se lavo la superficie de
células adheridas con PBS-EDTA. Se incubaron en PBS-EDTA durante 5 minutos
para favorecer que las células de la monocapa se desprendieran. Las células que
permanecieron adheridas se desprendieron con ayuda de una micropipeta.
Posteriormente, se inoculé una caja de Petri con medio de cultivo previamente
atemperado a 37 °C con las células K-562 y se distribuyeron las células con

movimientos circulares suaves y posteriormente se incubaron.

Conteo celular
Para el conteo celular se emple6 una cadmara de neubauer (figura 7), la cual se

limpié con etanol al 70%. Se tomd6 una alicuota de una suspensién celular,
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previamente homogenizada, como se indica en el apartado anterior y se coloc6 en
la camara de neubauer. Se dej6 reposar unos minutos para que las células
sedimentaran, sin dejar que la muestra se seque. El conteo de las células se
realiz6 en un microscopio invertido, contando en los cuadrantes correspondientes

para la cuenta de linfocitos (drea sombreada figura 7B).

La camara de neubauer posee dos areas de conteo con cuatro cuadrantes. Se
contd el total de células presentes en cada uno de ellos y se obtuvo el promedio
de células por cuadrante. Una vez obtenido el promedio se aplicd la siguiente

férmula para calcular el nimero de células por mililitro.
Células /mL = promedio (células)*[1 *10* mL™]
Obtenido el numero de células por mililitro se calcul6é el volumen de suspensién

adecuado para agregar en cada caja 0 pozo, respectivamente de acuerdo al

experimento.

A) B)

Figura 7. Representacion esquematica de una cadmara de neubauer. A la izquierda se muestra la
camara completa, con el cubreobjetos en su lugar (A). La cuadricula de la derecha representa cada
una de las dos areas de conteo que tiene la cdmara (B). Se contd y se calculé el promedio de

células presente en cada cuadrante de las esquinas con 16 cuadros.

Congelacion de células.
Antes de congelar las células debian estar muy refringentes y con una confluencia
del 90% al 95%. Se procedi6 como se indica en el apartado de propagacién

celular hasta obtener la suspensiéon celular, la cual se colecté en un tubo y se
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centrifugdé a 1200 rpm, durante 5 minutos El sobrenadante se decanto y el botén
celular se resuspendié con el medio de congelamiento suavemente. Se emplearon
aproximadamente 4.5 mL de medio de congelaciéon por cada caja de cultivo
cosechada. Se distribuy6 la suspension en criotubos y se congelaron en posicion
vertical a -70 °C por 24 horas, finalmente los criotubos se conservaron a -196 °C
en nitrogeno liquido por tiempo indefinido.

Descongelacion de células.

En un tubo de centrifuga se colocaron 5 mL de PBS calentado a una temperatura
de 37 °C. Se sacé un criotubo del nitrégeno liquido y se transportd en hielo hasta
la campana de flujo laminar. Las células se descongelaron frotando el criotubo con
la mano, el contenido se vertid6 en el tubo de centrifuga y posteriormente, se
mezclé por inversion. El tubo con la suspension celular se centrifugé a 1200 RPM
durante 5 minutos. Se elimind el sobrenadante por decantacién y el paquete
celular se resuspendié en 4 mL de medio RPMI. Esta suspension celular en medio

se coloco en una caja petri de 3 cm y se incub6 como se indicé anteriormente.

Preparacion de disoluciones de compuestos.
Los compuestos fueron pesados y tanto el D3CLP como taxol, se disolvieron en
DMSO, se calcul6 su concentracion y se realizaron diluciones en los casos

necesarios, el resto de la disolucién fue conservado a 4 °C protegido de la luz.

Anélisis del contenido de ADN por citometria de flujo.

Por citometria de flujo se analizan células separadas en suspension, las cuales
pueden estar marcadas. Mediante esta técnica se puede estudiar el contenido de
ADN de células marcadas con yoduro de propidio (IP). Dependiendo del contenido
de ADN es posible determinar células en fase G1 o GO (con contenido de ADN
2n), células en fase G2 o M (con contenido de ADN 4n) y células en fase S (con
contenido de ADN mayor a 2n y menor a 4n). La acumulacion de toda la poblacion

en alguno de los estadios anteriores permite evidenciar arresto del ciclo celular y

[**) 45



la presencia de una poblacién con contenido de ADN menor a 2n corresponde a
detrito celular (Hang y Fox, 2003).

Para estudiar el contenido de ADN de células con diferentes tratamientos
marcadas con yoduro de propidio, mediante citometria de flujo, se sembraron
células K-562, a una densidad de 1x10° células, en cajas petri de 10 cm de
diametro, 24 horas antes de iniciar los diferentes tratamientos. Las células se
trataron con D3CLP 7.8 uM y se incubaron por periodos de 3, 6, 12, 24 y 48 horas,
respectivamente. También, se trataron células con 0.28% de DMSO (vehiculo) y
taxol 0.25 yM a los mismos tiempos de incubacion. Todos los tratamientos se
incubaron en condiciones 6ptimas para el cultivo celular. Terminado el tiempo de
incubacion, se colectd cada una de los tratamientos por separado en tubos
inmersos en hielo. Las células adheridas se desprendieron con PBS-EDTA y se
colectaron en el mismo tubo. Posteriormente, se lavd la caja petri con 1 mL de
PBS frio colectandolo del mismo modo y se centrifug6é a 1200 rpm, por 5 minutos.
Se decantd el sobrenadante y en el remanente se resuspendio el paquete celular.
Las células fueron fijadas por la adicion de 9 mL de etanol al 70% frio y en estas
condiciones se conservaron a 4 °C, hasta el momento antes de su analisis en el

citometro de flujo.

Previo al analisis de citometria, se eliminé el etanol de cada muestra centrifugando
a 1200 rpm por 5 minutos. El botén celular se lavé con 1 mL de PBS frio y se
centrifugd en las mismas condiciones. Las células se resuspendieron en PBS frio
con 2 ul de ribonucleasa A (RNasa A) 10 mg/mL libre de DNasa y con 200 ul de
yoduro de propidio (IP) 50 pg/mL y triton X-100 al 0.1%. Las muestras se
incubaron por al menos una hora a temperatura ambiente en oscuridad y las
células tefiidas se analizaron en un citdmetro de flujo FACSort®, Becton Dickinson
(Hang y Fox, 2003). Los datos de al menos 20,000 eventos adquiridos se

analizaron con ayuda del programa ModFitLT®.




Determinacion de fragmentacion de ADN mediante el ensayo de TUNEL.

En el ensayo de TUNEL (del inglés, TdT-mediated dUTP nick end labeling), se
marcan los extremos 3'OH del ADN in situ, por medio de una enzima transferasa
de nucledtidos terminal (TdT). En el marcaje se pueden emplear, por ejemplo,
nucleotidos marcados con fluoresceina. En procesos de muerte celular se produce
fragmentacion de ADN, generando extremos 3'OH susceptibles de ser marcados.
El ensayo de TUNEL, ademas de marcar ADN fragmentado, nos permite observar
otras caracteristicas sugerentes de muerte por apoptosis, como condensacion de
la cromatina, fragmentacion del nucleo y la presencia de cuerpos apoptoticos
(Gavrieli, et al., 1992; Reed, 2000).

Para analizar la fragmentacion de ADN mediante el ensayo de TUNEL, se
sembraron 5x10° células K-562 en cajas petri de 6 cm de diametro 24 horas antes
de iniciar los diferentes tratamientos, las cuales contenian cubreobjetos redondos
de 9 mm de diametro (laminillas). Se trataron las células con D3CLP a una
concentracion de 7.8 uM, incubandose durante 3, 6, 12, 24 y 48 horas
respectivamente. Del mismo modo, se trataron células con 0.28% de DMSO
(vehiculo), taxol 0.25 yM y se incubaron a los tiempos antes mencionados. Todos
los tratamientos se incubaron en condiciones O6ptimas para el cultivo celular.
Terminado el tiempo de incubacion, se colectdé cada una de los tratamientos por
separado. Las células adheridas a cada laminilla se trataron con cuidado para no
desprenderlas. Cada caja fue lavada con PBS frio y se fijo con paraformaldehido
(PFA) al 4% durante 45 minutos. Posteriormente, se realizaron nuevamente dos
lavados con PBS. Las laminillas en las cajas petri se conservaron en 1.5 mL de

PBS a 4 °C hasta su procesamiento posterior.

Cuando se habian colectado todos los tratamientos se procesaron las muestras
para la técnica de TUNEL empleando “In situ cell death detection Kit,
fluoroscein®”, Roche (Cat. No.11 648 795 910) y siguiendo las indicaciones para
su uso. Brevemente, se tomé una laminilla de cada tratamiento y se colocé en una

placa de 12 pozos. Se bloque6 cada laminilla con H,O, al 3% en metanol durante
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5 minutos. Posteriormente, se lavé dos veces con PBS. Las placas con las
laminillas se colocaron sobre hielo antes de permeabilizar las células con 0.1% de
triton X-100 en citrato de sodio 0.1% durante dos minutos. Las laminillas se
lavaron nuevamente con PBS. Se tomaron dos laminillas incubadas con DMSO
por 12 h; una para control positivo de la técnica, la cual se tratd con
desoxirribonucleasa | (DNasa |) durante una hora a 37 °C, y otra a la que no se
adiciono6 la enzima de la reaccion de TUNEL (control de fondo de fluorescencia).
Adicionalmente, a las demas muestras con los tratamientos se les adicion6 30 uL
de la mezcla de reaccion de TUNEL y se incubaron 60 minutos a 37 °C en
atmosfera humeda en oscuridad. Se realizaron lavados con PBS. Las laminillas
secas se montaron en portaobjetos con Clarion Mounting Medium®, para su
analisis por microscopia de fluorescencia. Se empleo una longitud de onda de
excitacion de 488nm y se detecto la fluorescencia a 520 nm (longitud de emision,

verde).

Andlisis de la actividad de caspasas ejecutoras.

Las caspasas tienen un papel importante en la muerte por apoptosis, ya que su
actividad produce las caracteristicas morfolégicas de este tipo de muerte celular.
Un modo de determinar que se han activado las caspasas es evaluar su actividad
in vitro, empleando péptidos sintéticos que al ser reconocido por una caspasa en
particular, liberen una molécula que se pueda determinar por colorimetria o por
fluorometria durante un periodo de tiempo (Moran, et al., 1999; Elinos-Béaez, et al.,
2003).

Para analizar la actividad de caspasas, las células se trataron como se indica para
citometria de flujo, hasta obtener el respectivo paquete celular sin fijar con etanol.
Las células centrifugadas se resuspendieron en 1 mL de PBS frio. La suspensién
celular se paso a un tubo de microcentrifuga y se centrifugd a 1200 rpm durante 5
minutos. El sobrenadante fue descartado y el paquete celular fue conservado a -
70 °C hasta el momento de su lisis. Cuando se habian colectado las muestras

correspondientes a todos los tratamientos se procedié a su lisis, para lo cual a los
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paquetes celulares descongelados se les adicionaron 70 pL de solucion
amortiguadora de lisis. Las células se lisaron con ayuda de una micropipeta,
subiendo y bajando el paquete celular. Las muestras se incubaron en hielo por 30
minutos, posteriormente, se centrifugaron a 12 000 rpm a 4 °C, durante 40 minutos
y el sobrenadante se congelé a -70 °C, hasta el momento de utilizarse. La
concentracion de proteinas fue determinada mediante la técnica de Bradford
(Bradford, 1976).

La actividad de caspasas ejecutoras fue evaluada por fluorometria, para lo cual se
colocd en una celda de cuarzo 2.5 mL de solucion amortiguadora de lectura de
caspasas, 30 ug del extracto de proteina total de la muestra a evaluar y el sustrato
AcDEVD-AMC 25 uM que al ser cortado por la caspasa-3 o 7 (caspasas
ejecutoras) libera AMC, el cual es un compuesto que fluoresce. La muestra fue
agitada por inversién protegida de la luz. Se realiz6 un seguimiento de la
fluorescencia de la muestra durante 10 minutos para cada muestra en un equipo
Shimadzu®, RF-5301PC, a una longitud de onda de 360 nm para excitacion y a
440 nm para emision, tomando lecturas cada 2 segundos. El aumento de la
fluorescencia es proporcional a la actividad de caspasas ejecutoras en la muestra

de cada tratamiento (Moran, et al., 1999; Caballero-Benitez y Moran, 2003).

Intercalacién de D3CLP en el ADN.

La actividad citotoxica de algunos compuestos como la anilinoacridinas, se debe a
que interacttan con el ADN, intercalandose en éste. Por la técnica de
desplazamiento de bromuro de etidio desde el ADN, se puede determinar si un
compuesto se intercala, por la disminucion de la fluorescencia debida al bromuro
de etidio, al ser desplazado del ADN por un segundo agente que se intercale
(Rodriguez-Loaiza, et al., 2004; Loza-Mejia, et al., 2008).

La determinacion de la intercalacion de D3CLP en el ADN se realiz6 mediante la
técnica de desplazamiento de bromuro de etidio por fluorometria in vitro. En una

celda de cuarzo se colocaron 2.4 mL de solucibn amortiguadora de lectura para
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intercalacion, 22 yL de ADN de timo de ternera 300 ug/mL y 6 yL de bromuro de
etidio 6 mM. La muestra fue agitada por inversion y se tomé una lectura inicial de
fluorescencia a 584 nm, excitandola a 546 nm. Posteriormente, se realizaron
nuevas lecturas de fluorescencia después de realizar adiciones del compuesto
D3CLP, en los cuales la concentracion del compuesto estaba entre 1 y 100 uM. Se
analizo el disolvente (DMSO) para realizar la respectiva correccion debida al
efecto del disolvente. La disminucion en la fluorescencia inicial es debida al
desplazamiento de bromuro de etidio unido al ADN por D3CLP. La curva de
desplazamiento de bromuro de etidio se analizO mediante regresion no lineal

empleando el programa OriginPro 7.0 ® (Rodriguez-Loaiza, et al., 2004).

Evaluacion de la relajacion de ADN superenrollado.

La topoisomerasa Il produce cambios topolégicos complejos del ADN mediante el
corte transitorio de las dos cadenas de la doble hélice permitiendo la relajacion o
desencadenado del ADN, en un proceso dependiente de ATP. Durante éste
proceso de ruptura y empalme, se produce un intermediario covalente entre los
extremos 5' de cada una de las hebras del ADN y cada una de las subunidades
enzimaticas. Algunos compuestos que se pueden intercalar a ADN también
inhiben a la topoisomerasa Il, generando una alta cantidad de cortes permanentes
al ADN, al ser procesado por las enzimas que interactian con él. Por otro lado, la
inhibicion in vitro de la topoisomerasa s6lo bloquea el proceso de relajacion del
ADN superenrollado (Bonjean, et al., 1998; Fortune y Osheroff, 1999).

Para evaluar la inhibicion de la topoisomerasa Il in vitro, se empled el kit comercial
“Topoisomerase Il Assay®”, (TopoGen Inc., No. Cat.1001-2). En un tubo se
colocaron 0.2 uyg de ADN de cinetoplasto en 20 yL de Tris-HCI pH 8 50 mM, NaCl
150 mM, MgClI 10 mM, ditiotreitol 500 nM y 30 pg/mL de albumina sérica bovina en
presencia de 2 mM de ATP. A esta mezcla se le agregd 1 U (unidad) de
topoisomerasa lla humana y D3CLP a una concentracion final de 50 uM. Se tomo

como control positivo la m-AMSA a una concentracion final de 50 uM. La reaccién
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se incubo a 37 °C durante 30 minutos y la reaccidn se detuvo adicionando 4 pL de

solucién amortiguadora de carga.

Todo el volumen de las muestras fue cargado en un gel de agarosa al 1% en
solucion amortiguadora de corrida TAE, con bromuro de etidio a 0.5 pg/mL. El gel
con los productos separados fue fotografiado y analizado por densitometria
usando el programa de computo ImageJ®. La presencia de ADN superenrollado y
de bandas de ADN con peso molecular del ADN lineal indica la inhibicion de la

topoisomerasa Il humana (Fortune y Osheroff, 1999).

Obtencidn de linfocitos de sangre periférica.

Se obtuvo sangre periférica por venopuncion de donadores adultos sanos en
condiciones de ayuno, con el sistema vacutainer en tubos heparinizados. Se
tomaron 5 mL de sangre y se mezclaron con 5 mL de PBS. En la obtencién de
linfocitos se empleo ficoll (Ficoll-Paque PLUS® Amershams Biosciences) y se
siguieron las indicaciones de uso. Brevemente, a la mezcla anterior se adiciono
lentamente por goteo en las paredes del tubo 6 mL de ficoll Se centrifugé a 1200
rpm durante 35 minutos. Al final de la centrifugacion se obtienen dos fases: la fase
inferior de color rojo intenso contiene eritrocitos y plaquetas; la fase superior
puede presentar un color rojo palido por hemdlisis corresponde al ficoll; la fase que
se colectd es la intermedia entre estas dos, un anillo blanco que contiene
linfocitos. La interfase se succioné con una pipeta Pasteur, se pasé a otro tubo de
centrifuga, al cual se le adicionaron 5 mL de PBS, y se centrifugd a 1200 rpm,
durante 10 minutos. Nuevamente, se realizaron dos lavados del mismo modo y el

paquete celular se resuspendié con poco medio de cultivo RPMI complementado.

Determinacion de la citotoxicidad de D3CLP en linfocitos de sangre
periférica.

La viabilidad celular se puede determinar empleando sales de tetrazolio, como el
MTT. Estas sales amarillas, son reducidas por la enzima mitocondrial succinato-

deshidrogenasa produciendo un derivado de formazan de color azul intenso,
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insoluble en medio acuoso. La reduccidon ocurre solamente en células vivas, lo que
permite evaluar la viabilidad al compararlo con el control respectivo (Lawrence, et
al., 2000; Kumi, et al., 1998; Carmichael, et al., 1985).

Las células se contaron en una camara de neubauer, se colocaron por triplicado 5
X 10° células, en un volumen de 100 pL de la suspensién de linfocitos por pozo,
en placas para cultivo celular de 96 pozos, y a esta suspension se adicionaron 100
uL de medio RPMI, que contenian 10 ug/mL de fitohemaglutinina (PHA), para
promover la division celular. Estos cultivos se trataron con D3CLP a una
concentracion final de 2.5, 5, 10, 50 y 100 uM y con el vehiculo (DMSO). También,
se consideraron células a las que se les adicioné Unicamente fitohemaglutinina y
otras sin ella. Las células se incubaron durante 48 horas en condiciones Optimas
para el cultivo celular. Posteriormente se determind colorimétricamente la

viabilidad celular mediante el ensayo del MTT.

Al término de la interaccion con los diferentes tratamientos se les adicionaron 20
uL de solucién de MTT 2.5 mg/mL a cada pozo, para incubar nuevamente a 37 °C,
durante 4 horas. Posteriormente, se les retird el medio de cultivo conteniendo los
respectivos tratamientos y se les adicionaron 100 ul de DMSO para disolver los
cristales precipitados de tetrazolio con ayuda de una micropipeta. Se determiné la
absorbancia de cada tratamiento a 550 nm.

El porcentaje de células muertas se calculo en relacion a las células sin

tratamiento y de acuerdo a la siguiente formula:

% | =100* [1- (A /A7)
donde;
% I: Porcentaje de inhibicién de la proliferacion
A.1: Absorbancia de las células con el correspondiente a un tratamiento

A Absorbancia de las células sin tratamiento
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Para obtener el valor de ICsy se realiz6 un andlisis de regresién no lineal de los
porcentajes de inhibicion en funcién de la concentracion respectiva, para cada
concentracion, empleando el programa OriginPro® 7.0 para cada uno de los
ensayos. El valor final de ICs es el resultado del promedio de tres experimentos

independientes.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de estudios de citometria de flujo, actividad de caspasas
ejecutoras y citotoxicidad en linfocitos fueron analizados estadisticamente por
analisis de varianza de una sola via (ANOVA), seguida por una prueba de
comparacion multiple de Tukey. Los resultados de intercalacion se analizaron con
la prueba “t” de student. El analisis estadistico se realizé con el programa
GraphPad Prism® 5.00.288. Las graficas muestran los promedios y la desviacion

estandar de al menos tres experimentos.
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11. RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis del contenido de ADN por citometria de flujo.

Con el fin de analizar posibles alteraciones en el ciclo celular se trataron células K-
562 con D3CLP, taxol y DMSO. En la figura 8 se muestran histogramas
representativos de tres experimentos. El DMSO empleando como disolvente de
los compuestos no provoco variaciones en las poblaciones celulares a los tiempos
analizados (figura 8), como se puede observar en los histogramas de distribuciéon
de frecuencias del contenido de ADN. Se puede observar poblaciones de células
con contenido de ADN diploide (GO-G1 con contenido de ADN 2n), tetraploide
(G2-M con contenido de ADN 4n), células en fase de sintesis de ADN (S,

contenido de ADN mayor a 2n y menor a 4n).

El tratamiento de células K-562 con D3CLP no produjo alteraciones significativas
del ciclo celular a las 3y 6 horas. A las 12 horas, se hizo evidente la presencia de
una poblacion subdiploide que corresponde a restos celulares con contenido de
ADN menor a 2n. Esta ultima poblacion contiene células muertas (Hang y Fox,
2003). A las 24 horas las células de la poblacion disminuyeron y, al presentar dafo
al ADN, fueron agrupadas en poblaciones con contenido de ADN menor a 2n
agrupadas en el pico subdiploide, como se aprecia por el aumento de la poblaciéon
en GO/G1. A las 48 horas se observé que la poblacion G2/M era minima, el
namero de células en fase S también disminuyo, y las poblaciones GO/G1 y
subdiploide aumentaron. El aumento en estas poblaciones no se debe a procesos
de division celular, sino a una fragmentacion del ADN y un dafio celular. Lo cual se
pudo corroborar al microscopio, donde todas las células habian perdido su

refringencia, indicando que ya se encontraban muertas (datos no mostrados).

©

54



3h

c_c@ 6h
=
‘@
(&]
3 12 h
o
(¢D)
&
S
>
24 h
3
48 h

Contenido de ADN

Figura 8. Histogramas representativos de citometria de flujo de células K-562 con diferentes
tratamientos. A la izquierda, se observan histogramas de citometria de células incubadas con el
vehiculo (DMSO), en la parte superior se indica la distribuciéon de las células. La incubacién de
células K-562 con DMSO no produce alteraciones del ciclo celular. En el tratamiento con D3CLP,
desde las 12 horas se produjo a una poblacion subdiploide, presente hasta las 48 horas, sin un
arresto previo del ciclo celular. El tratamiento con taxol induce un arresto del ciclo celular en G2/M.
Desde las 6 horas del tratamiento con taxol, las células se empiezan a acumular en G2/M y las
poblaciones en GO/G1 y S disminuyen. La mayoria de células se encuentran en arresto del ciclo
celular a las 12 y 24 horas, para finalmente disminuir el contenido de ADN a las 48 horas del

tratamiento.
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Como control se empleo el taxol, que es un conocido agente con actividad
citotoxica, que causa una estabilizacion de microtubulos induciendo arresto del
ciclo celular y apoptosis (Gangemi, et al., 2000). El tratamiento de las células con
taxol causoé arresto del ciclo celular, que se hizo evidente por la acumulacion las
células en G2/M desde las 6 horas, disminuyendo la poblacion GO/G1. A las 12
horas de tratamiento, casi todas las células se encontraron arrestadas en G2/M
para posteriormente morir. Dicho arresto del ciclo celular se mantuvo hasta las 24
horas, a este mismo tiempo, se empezod a observar una poblacion subdiploide. A
las 48 horas, la poblacion subdiploide se hace mas evidente y aparece una
poblacién GO/G1 debido a la fragmentacion y disminucién del contenido de ADN

celular inducido por el tratamiento con taxol.

En la figura 9, se muestra de modo grafico el promedio de tres experimentos
independientes de citometria de flujo con su respectiva desviacion estandar. En
esta figura, se puede apreciar como cambia cada poblacion celular por el
contenido de ADN. En el analisis estadistico de estos resultados, se encontro que
el porcentaje de células (o restos celulares) agrupados en la poblacién subdiploide
a las 12, 24 y 48 horas en el tratamiento con D3CLP, es significativamente
diferente comparado con el DMSO vy taxol, a los mismos tiempos. La poblacion
GO/G1 en células tratadas con D3CLP presentdé un aumento significativo a las 48
horas, comparado también, con el DMSO vy taxol. El porcentaje de células que se
acumularon en G2/M (células en arresto del ciclo celular), inducido por el
tratamiento con taxol a las 6, 12 y 24 horas, son significativamente diferentes del

DMSO y D3CLP, a los mismo tiempos.

Estos resultados muestran que el tratamiento de células K-562 con D3CLP no
induce arresto del ciclo celular en alguna de sus fases, pero produce la aparicién
de una poblacion subdiploide, desde tiempos tempranos del tratamiento. Esta
poblacion se ha asociado a células con ADN fragmentado o detrito celular (Hang y
Fox, 2003).
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Figura 9. Distribucién de células en las fases del ciclo celular. El tratamiento de células K-562 con
D3CLP produce una poblacion subdiploide desde tiempos mas tempranos comparada con taxol,
con la consiguiente disminuciéon de la poblaciébn G2/M. Se graficaron los resultados para tres
experimentos con su desviacién estdndar. **p<0.05 comparado con DMSO y taxol a la misma hora

de tratamiento, *p<0.05 comparada con DMSO y D3CLP a la misma hora de tratamiento.

Determinacion de fragmentacion de ADN mediante el ensayo de TUNEL.

Una caracteristica comun en varios tipos de muerte celular es la fragmentacion de
ADN. Dicha fragmentacion puede presentarse en forma aleatoria como en el caso
de la necrosis, o en tamafos bien definidos (fragmentos oligonucleosomales de
aproximadamente 200 pares de bases), en el caso de la fragmentacion de ADN
inducida por la activacion de caspasas. Ademas, se presentan diferentes tipos de

compactacion de la cromatina.

Para determinar la posible fragmentacion de ADN en células K-562 tratadas con
D3CLP, sugerida por la presencia de la poblacion subdiploide en los histogramas
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de citometria de flujo, se realiz6 un ensayo de TUNEL (figura 10). Este ensayo
enzimatico permite marcar ADN fragmentado. Ademé&s puede evidenciar algunas
alteraciones morfolégicas sugerentes de apoptosis tales como condensacion de la
cromatina, fragmentacion del nucleo y la presencia de cuerpos apoptoéticos
(Williams, et al., 1991; Gorezyca, et al., 1993).

Las células K-562 incubadas con DMSO no mostraron marcaje con el ensayo de
TUNEL, adn a las 48 horas, indicando que no se produce fragmentacion del ADN
(figura 10G).

En células K-562 tratadas con D3CLP a una concentracion de 7.8 uM, el ADN
fragmentado positivo a la reaccion de TUNEL y la cromatina condensada, se
presentaron desde las 12 horas (figura 10C). A las 24 horas, aun se observo
condensacion de la cromatina en las células y el marcaje positivos al ensayo de
TUNEL (figura 10F), en concordancia con los resultados del analisis del contenido
de ADN por citometria de flujo, donde aparece una poblacién subdiploide (figura 8
y 9). La exploracién de diversos campos presenté una disminucién considerable
del numero de células, mientras que a las 48 horas se encontré una gran cantidad
de restos celulares positivos al ensayo de TUNEL, con algunas de las
caracteristicas sugerentes de muerte por apoptosis, como la condensacion de la
cromatina y fragmentacion del nucleo o cariorexis (figura 101). EI niamero de
células fue variable a los diferentes tiempos, debido probablemente a una fijacién

pobre de las células después de los tiempos de tratamiento respectivos.

Como un control de apoptosis se empleo el taxol (Gangemi, et al., 2000). Se
observé que efectivamente el taxol produjo fragmentacién de ADN, ya que, desde
las 24 horas se observan los nucleos de las células K-562 marcados con
fluorescencia (figura 10E). A las 48 horas, fueron evidentes algunas de las
caracteristicas de la muerte apoptotica inducida por el taxol en estas células, como
la condensacion de la cromatina, cariorexis y la presencia de cuerpos apoptoticos,

constituidos por membrana plasmatica que engloba material nuclear y
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citoplasmico (figura 10H). Se ha reportado que éstas caracteristicas aparecen
después de que se han activado las caspasas ejecutoras, particularmente la

caspasa-3 (Gangemi, et al., 2000).

En el tratamiento de células K-562 con D3CLP, se presentan algunas
caracteristicas de apoptosis, como la fragmentacion de ADN, condensacion de
cromatina y fragmentacion del ndcleo. Esto sugiere que el proceso de muerte

celular en células K-562 tratadas con D3CLP sea por apoptosis.
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Andlisis de la actividad de caspasa-3 en células K-562 con diferentes
tratamientos.

En la muerte celular programada de tipo apoptotico se activan las caspasas, que
son proteasas de cisteina-aspartato. La activacion de caspasas por la via
extrinseca (caspasa-8 y 10), convergen con las activadas por la via intrinseca o
mitocondrial (caspasa-9) en la activacion de caspasas ejecutoras (caspasa-3, 6 y
7). La actividad de las caspasas ejecutoras es responsable de las caracteristicas
morfologicas de la apoptosis. La caspasa-3 es capaz de cortar sustratos como el
inhibidor de la DNasa activada por caspasas (ICAD, conduciendo a la
fragmentacién de ADN caracteristica en la apoptosis), PARP (enzima encargada
de la reparacion del ADN), actina, fordrina, entre otros. La caspasa-3 activa
conduce a la formacion de protuberancias en la membrana celular (blebbing) via la
activacion del fragmento cinasa de ROCKI, fosforilando permanentemente a la
cadena ligera de la miosina (Lawen A., 2003).

La actividad de las caspasas ejecutoras puede estudiarse in vitro, empleando
péptidos sintéticos como Ac-DEVD-AMC (Moran, et al., 1999; Caballero-Benitez y
Moran, 2003). La actividad de caspasas ejecutoras en cada muestra se puede
expresar como el cambio en la intensidad de la fluorescencia por hora por

miligramo de proteina.

Al evaluar la actividad de caspasas ejecutoras en extractos de proteinas totales de
células tratadas con D3CLP, se encontré que dicha actividad se incrementa con la
duracion del tratamiento, presentando un maximo de actividad a las 24 horas
(figura 11). A las a las 48 horas disminuye su actividad, ya que a este tiempo la
mayor cantidad de células ha muerto, como se pudo corroborar por microscopia
Optica (datos no presentados). El aumento en la actividad de caspasas ejecutoras,
es congruente con el aumento de la fragmentacion de ADN en células K-562
mostrada por citometria de flujo (figura 10), sugiriendo que la fragmentacién de
ADN es mediado por la activacion de las caspasas ejecutoras. La caspasa-3
activa puede escindir al inhibidor ICAD, liberando a la endonucleasa CAD que
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corta al ADN, lo que puede producir poblaciones subdiploides con ADN
fragmentado (Nagata S., 2000), como las presentadas en el andlisis del contenido
de ADN por citometria de flujo (figuras 8 y 9). La disminuciéon de la actividad de
caspasas ejecutoras a 48 horas, se debe probablemente a la activacion de otras
proteasas capaces de fragmentar moléculas como las caspasas ejecutoras

inactivandolas.
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Figura 11. Actividad de caspasas ejecutoras en células K-562 tratadas con D3CLP
a diferentes tiempos. La actividad de caspasas ejecutoras en cada muestra se
expres6 como el cambio en la intensidad de la fluorescencia por hora por miligramo
de proteina (AF/h/mg proteina). El tratamiento de células K-562 con D3CLP
produce un aumento de la actividad de caspasas ejecutoras con la duracion del
tratamiento. Se us6 como control de caspasas ejecutoras activadas a un lisado de
células K-562 tratadas con taxol por 48 horas. Se graficaron los resultados para
tres experimentos con su desviacion estandar. **p<0.05 comparado con los
tratamientos con D3CLP a diferentes tiempos, *p<0.05 comparado con DMSO a

48h de tratamiento. Los experimentos fueron realizados por cuadruplicado.
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Se tom6 como control de caspasas ejecutoras activas a extractos de proteinas de
células K-562 tratadas con taxol a 48 horas de incubacién, en los que se produce
apoptosis y las caspasas ejecutoras estan activadas (Gangemi, et al., 2000). La
incubacion de células K-562 con DMSO produjo una actividad basal de caspasas

ejecutoras.

Al analizar la actividad de caspasas ejecutoras en células K-562 tratadas con
D3CLP por 24 horas, comparadas con DMSO al mismo tiempo, se observaron

diferencias significativas, como se puede apreciar en la figura 12.
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Figura 12. Actividad de caspasas en células K-562 tratadas con D3CLP
comparada con DMSO a 24 horas de incubacion. La actividad de caspasas
ejecutoras en células tratadas con D3CLP muestra diferencias significativas
respecto al control de disolvente (*p<0.01). Las barras muestran el promedio de
tres experimentos con su desviacion estandar. Se graficaron los resultados para

tres experimentos con su desviacion estandar.

Es importante estudiar el tipo de muerte celular inducido por compuesto con
potencial actividad contra el cancer, ya que se prefiere aquellos que al inducir

muerte en las células neoplasicas, lo hagan por mecanismos de muerte celular
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programada (MCP), y no aquellos que induzcan muerte por oncosis 0 necrosis,
provocando una respuesta inflamatoria en el tejido circundante al tumor. Los
resultados de actividad de caspasas ejecutoras, muestran que en el tratamiento de
células K-562 con D3CLP, se activan dichas caspasas. Las caspasas ejecutoras
activas son las responsables de la morfologia apoptotica, por lo que, se puede
decir que D3CLP induce apoptosis en células K-562. Esto convierte al derivado
tiazolo[5,4-b]quinolina D3CLP, en un compuesto candidato a usar en la terapia

contra el cancer.

Intercalacién de D3CLP en el ADN.

Muchos compuestos aromaticos con estructuras planas pueden interactuar con el
ADN, como por ejemplo, las antraciclinas, mitoxantrona o dactinomicina, que
pueden intercalarse perpendicularmente al eje de la hélice del ADN entre pares de
bases, alterando minimamente el patrén global de puentes de hidrégeno que unen
las dos hebras. Este proceso se encuentra favorecido ya que la mayoria de estos
compuestos son lipofilicos o poco hidrosolubles y la region entre pares de bases

es hidrofébica (Avendafio y Menéndez, 2008).

Dado que estructuras relacionadas a las 9-anilinoacridinas han mostrado ser
agentes que se intercalan en el ADN, evaluamos si D3CLP podia intercalarse al
ADN mediante un ensayo de desplazamiento de bromuro de etidio a partir del
ADN in vitro (Rodriguez-Loaiza, et al., 2004). Los valores de Qmax (tabla 4),
indican que D3CLP puede intercalarse en el ADN y producir un mayor
apagamiento de la fluorescencia debida al bromuro de etidio que el derivado
tiazolo[5,4-b]quinolina R10, previamente reportado (Rodriguez-Loaiza P, et al
2004). El compuesto D3CLP mostré que se puede intercalar mas eficientemente
en el ADN gue R10, ya que se necesita una concentracion menor para disminuir al
50% la fluorescencia del bromuro de etidio comparado con R10, como lo indican
los valores de QO5 (tabla 4). Los resultados indican que el compuesto D3CLP se

puede intercalar en el ADN, como lo muestran las constantes aparentes de
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desplazamiento de bromuro de etidio, sin embargo, no hubo diferencias

significativas en los valores de las constantes para los compuestos analizados.

Como se muestra, el compuesto D3CLP se intercala en el ADN y esto puede ser
responsable, al menos en parte, de la citotoxicidad de este compuesto en células
K-562. Los compuestos que se intercalan en el ADN pueden interferir con
procesos de vital importancia para las células. Los compuestos que se intercalan
en el ADN producen cambios estructurales que interfieren con el reconocimiento y
funcion de proteinas que interactian con el ADN, entre ellos factores de
transcripcion, polimerasas, enzimas de reparaciéon de ADN y las topoisomerasas
(Avendafno y Menéndez, 2008).

Tabla 4. Constantes aparentes de desplazamiento de bromuro de etidio del ADN
para derivados tiazolo[5,4-b]quinolina. Los valores corresponden al promedio de

tres experimentos, con su desviacion estandar.

Compuesto Qmax Q05
D3CLP 21.17% + 5.38 16.523 + 7.87
R10* 18.86% + 0.74 22.989 + 4.55

Qmax es el maximo apagamiento de la fluorescencia debido a los compuestos.
Q05 es la concentracion (mM) que produce un 50% del apagamiento de la

fluorescencia.*Modificado de Rodriguez-Loaiza P, et al 2004

Evaluacion de la relajacion de ADN superenrollado.

Las topoisomerasas son enzimas que participan en el enrollamiento y relajacion
del ADN, induciendo cortes transitorios en él. Los compuestos que inhiben a las
topoisomerasas convierten a estas enzimas necesarias en un arma letal para la
célula, induciendo cortes permanentes al ADN. La generacion de cortes
permanentes al ADN in vivo, por la inhibicion de la topoisomerasa Il puede
conducir a eventos letales para la célula, como: recombinacion, fragmentacion de

cromosomas, Y traslocaciones entre otros (Fortune y Osheroff, 2000). Cuando en
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una célula hay una gran cantidad de cortes al ADN que ya no pueden ser
reparados se activan mecanismo de muerte celular programada en la que
participan el gen p53 y sus homoélogos p63 y p73 (Fortune y Osheroff, 2000;
Holland y Frei, 2000).

La citotoxicidad de algunos derivados de la 9-anilino acridina, como el compuesto
antileucémico amsacrina (figura 2), se debe principalmente a la formacién de
complejos muy estables con el ADN y con la topoisomerasa Il (Nelson, 1984).
Tomando en cuenta esta estructura se han disefiado nuevas moléculas buscando
compuestos con potencial actividad contra el céncer, como los derivados
tiazolo[5,4-b]quinolina (Alvarez-lbarra, et al., 1997; Rodriguez-Loaiza, et al., 2004;
Loza-Mejia, et al., 2008).

La inhibicibn de la topoisomerasa Il, se puede evaluar in vitro, mediante la
relajacion de ADN superenrollado. Al analizar la actividad de la topoisomerasa Il
en presencia DMSO (control de disolvente), se observé que no inhibe la actividad
de la topoisomerasa Il, relajando el ADN superenrollado a dos bandas
correspondientes a ADN lineal y ADN circular relajado (figura 13). EI compuesto
D3CLP inhibe dicha enzima, como se puede observar por la presencia de ADN
superenrollado en el pozo donde se cargo la muestra y por la presencia de bandas
de ADN de peso molecular mayor al ADN lineal. El compuesto D3CLP puede
inhibir a la topoisomerasa Il, aunque no lo hace tan eficientemente como el control
de amsacrina. Esta inhibicion in vitro, sugiere que in vivo, D3CLP pude inducir
cortes al ADN, después de interactuar con otras enzimas que lo procesan, y

activar sefiales en respuesta al dafio al ADN.




m-AMSA

O
n
=
o

D3CLP

ADN
superenrollado

—>

ADN lineal w=pp

ADN circular
relajado

Figura 13. Inhibicién de la topoisomerasa Il por D3CLP in vitro. EIl DMSO no inhibe a
la topoisomerasa Il, ya que permite la relajacion del ADN superenrollado a ADN
lineal y ADN circular relajado (carril 1). En el carril 2, se muestra el control de
inhibicién de la topoisomerasa I, amsacrina (m-AMSA). El derivado D3CLP inhibe la
topoisomerasa |l, se observa ADN superenrollado en el pozo donde se coloco la
muestra y bandas por arriba del DNA lineal (carril 3). Todos los compuestos se

encontraban a 50 yM. Imagen representativa de tres experimentos.

Una de las caracteristicas genéticas de las células K-562, es que el gen p53 esta
mutado (Lobbert et al., 1988; Law, et al., 1993). Mutaciones en el gen p53 generan
células resistentes a la muerte cuando hay dafio al ADN. Por ejemplo, al tratar con
m-AMSA células de adenocarcinoma de colon HCT116, con el gen p53 silvestre
(+/+) y mutado (-/-), las células con p53 silvestre fueron mas sensibles al

tratamiento que las células con p53 mutado (Wang, et al., 2005).

Lo anterior no correlaciona con los resultados previos de citotoxicidad de D3CLP
(tabla 3). Se esperaria que las células K-562 al tener el p53 mutado fueran mas
resistentes que células como HelLa, MCF-7, SW-480, SW-620 o Calo y dichos

> 67

—




resultados de citotoxicidad, mostraron que las células K-562 son tan sensibles
como las demés lineas celulares analizadas (Camacho, et al., 2005).

Los resultados de intercalacion al ADN y de evaluacion de la relajacion de ADN
superenrollado, nos sugiere que, en la citotoxicidad inducida por D3CLP en células
K-562, ademas de sus propiedades de intercalaciéon en el ADN y de inhibicion de
topoisomerasa Il, D3CLP debe producir dafio a las células por otro mecanismo

para inducir la muerte celular.

Determinacion de la citotoxicidad de D3CLP en linfocitos de sangre
periférica.

Al evaluar un nuevo compuesto con actividad potencial antitumoral, se debe
determinar si dicho compuesto presenta selectividad por las células neoplasicas, y

en caso contrario es importante conocer la citotoxicidad en células no tumorales.

Con el objetivo de conocer si el nuevo compuesto de tiazolo [5,4-bJquinolina
presenta actividad citotoxica en células no tumorales, se trataron linfocitos de
sangre periférica con D3CLP a diferentes concentraciones para determinar la 1Csp.
En la figura 14 se muestra de modo grafico la ICsp de D3CLP en linfocitos de
sangre periférica, asi como también en diferentes células tumorales. Como se
puede observar, se necesita aproximadamente cuatro veces la ICsy determinada
en K-562, para producir el mismo efecto en linfocitos de sangre periférica. La 1Cs
para linfocitos, muestra diferencias estadisticamente significativas con datos
previos de citotoxicidad en células K-562, HeLa y SW-480 (Camacho, et al., 2005).
Lo cual nos indica que si bien D3CLP puede inducir la muerte a los linfocitos,
elimina de manera mas eficiente a las células tumorales. La variabilidad en la ICs
para linfocitos se debe a que en cada determinacion se usé sangre de un donador

diferente.
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Finalmente, el que D3CLP haya presentado una mayor citotoxicidad en células

tumorales, nos sugiere gque este compuesto en una siguiente etapa puede ser

evaluado en modelos animales y quizas en un futuro llegar a ser de uso clinico en

pacientes.

50

28.69

7.82

Concentracion de D3CLP (uM)

12.88

[o72

1 7.46

10.17

T 7.91

Linfocitos  K-562

Calo MCF-7

Tipo celular

HelLa

SW-480 SW-620

Figura 14. Citotoxicidad de D3CLP en células no tumorales. EI compuesto D3CLP es mas

citotéxico en lineas tumorales que en linfocitos de sangre periférica. Se necesita cuatro veces la

concentracion citotoxica en células K-562 para producir el mismo efecto en células no tumorales,

dicha diferencia fue significativa. La ICsq para linfocitos muestra diferencias significativas

comparado con células K-562, HeLa y SW-480 (*p<0.05). Los experimentos se realizaron por

triplicado.
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12. CONCLUSIONES

En este estudio se demostré que el compuesto D3CLP elimina a las células K-562
induciendo fragmentacion de ADN y la activacion de caspasas ejecutoras, en un
proceso apoptotico. Es importante estudiar el tipo de muerte celular inducido por
compuesto con potencial actividad contra el cancer, ya que se prefiere aquellos
que al inducir muerte en las células neoplasicas lo hagan por mecanismos de
muerte celular programada (MCP), a diferencia de los que inducen muerte celular
por necrosis induciendo una respuesta inflamatoria en el tejido circundante al

tumor.

El compuesto D3CLP ha mostrado que se puede intercalar en el ADN, asi como
también inhibir a la topoisomerasa Il humana, pero estos resultados no explican
completamente la citotoxicidad del derivado tiazolo [5,4-b]quinolina D3CLP,
sugiriendo que en la citotoxicidad mediada por D3CLP en células de leucemia K-
562 ademas de sus propiedades de intercalacion en el ADN e inhibir la
topoisomerasa Il, D3CLP debe producir dafio a las células por otro mecanismo
para inducir la muerte celular. Conocer el mecanismo por el cual un farmaco
ejerce su efecto biolégico es vital, ya que dos farmacos en combinaciéon que
actuen sobre el mismo blanco molecular o a diferentes niveles en una via de
sefalizacion pueden presentar efectos antagonicos, 1o que no representa ningun

beneficio para el paciente.

La actividad citotoxica de D3CLP es mayor en células tumorales que en células no
tumorales. Esta caracteristica y el tipo de muerte inducido por D3CLP lo hace un

compuesto de interés, para el posible uso en el tratamiento del cancer.
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13. PERSPECTIVAS

Evaluar la inhibicion de la topoisomerasa Il del compuesto D3CLP in vivo, para

determinar si este mecanismo patrticipa en la citotoxicidad a nivel celular.

Es importante saber si D3CLP provoca dafio celular por otro mecanismo, como via

la formacion de radicales libres (estrés oxidativo).

El compuesto D3CLP es mas citotdxico para células tumorales que para linfocitos,

por lo que seria interesante evaluarlo en modelos de regresion tumoral.

Evaluar su uso en combinacion con otros antineoplasicos de uso clinico, tanto en

cultivo, como en modelos de regresion tumoral.
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