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RESUMEN

A nivel mundial, el cancer es una de las principal causas de mortalidad, se
le atribuyen 7.9 millones de defunciones ocurridas en 2007. Dentro de los
principales tipos de cancer en mujeres, el cancer cervicouterino ocupa el segundo
lugar, s6lo superado por el cancer de mama. Actualmente, se cuenta con
diferentes alternativas terapéuticas para contrarrestar esta enfermedad, sin
embargo, éstas son poco selectivas, ineficientes en estados avanzados y
provocan efectos secundarios que deterioran la calidad de vida del paciente,
generando la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas, sobre todo en
aquellas basadas en compuestos conocidos.

Dentro de las estrategias de prevencion y tratamiento del cancer se ha
contemplado la valoracion de compuestos sintéticos con un historial clinico, como
los miembros de la familia de Ditiocarbamatos: Disulfiram, Pirrolidinditiocarbamato
y Dietilditiocarbamato, compuestos que actualmente son utilizados clinicamente
como antioxidantes, antibacteriales, anti fungicos y principalmente en el
tratamiento de adicciones como el abuso del alcohol y cocaina. Recientemente
han sido propuestos como anti cancerigenos e inductores de apoptosis en células
cancerosas de pulmon, mama y prostata; ademas en diferentes lineas celulares,
han resultado ser inhibidores de la activacién de NFxB (Factor de Transcripcidon
kB) y del proteosoma, pese a esto son pocos los reportes en relacion a cancer
cervicouterino y células no tumorales.

En base a lo anterior, estos compuestos podrian servir de modelos
estructurales para sintetizar analogos o derivados que mantengan las propiedades
antiproliferativas e inductoras de apoptosis, potencializando su efecto, con accion
selectiva, de tal manera que induzcan un fuerte dafio a las células tumorales,
afectando en lo menos posible a las células normales. Al respecto, se han
sintetizado analogos de los metabolitos del Disulfiram y se ha estudiado su
actividad citotoxica, pero no su actividad anti cancerigena y mucho menos su
actividad selectiva, por lo que en el presente trabajo se realizé una evaluacion del
efecto antitumoral del S-Metil- pirrolidiltiocarbamato-S-oxido (MePTC-SO), analogo
del metabolito del Disulfiram S-metil-N,N-dietiltiocarbamato sulféxido (MeDTC-
SO), en células de cancer cervicouterino, CaSki y HeLa, asi como en células no
tumorales. La valoracion de la actividad bioldgica de estos compuestos contemplé
el efecto sobre el potencial proliferativo de las células tumorales, encontrandose
una ICsp (disminucion del numero celular en un 50%) de 25 ug/ml de MePTC-SO
para ambas lineas celulares. La disminucion del potencial proliferativo es debido a
una detencion del ciclo celular en la fase S para ambas lineas celulares, como lo
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indica la evaluacion de la distribucion de ADN en las diferentes fases del ciclo
celular, realizada por Citometria de flujo para las células CaSki y Hela. El
incremento en la expresion de la procaspasa 3, la caspasa 3 activa y la
fragmentacidon de ADN, sugieren que el MePTC-SO induce una muerte por
apoptosis. El ensayo de deteccion de Lactato Deshidrogenasa (LDH) en los
sobrenadantes de los cultivos tumorales, indica que este ditiocarbamato no
presenta una actividad citotoxica en células tumorales ni en las células linfociticas.
Sorprendentemente estas concentraciones de MePTC-SO no afectaron el
potencial proliferativo de células fibroblasticas provenientes de cérvix humano, sin
embargo afectaron la proliferacion de linfocitos en un 26%. En conjunto, los
resultados indican que el MePTC-SO es un digno candidato para ser evaluado
como agente con potencial anti cancerigeno.

INTRODUCCION

El cancer cervicouterino es el carcinoma de mayor incidencia en México y
es la segunda causa de muerte por cancer de mujeres mexicanas (INEGI, 2009).
Los factores de riesgo involucran el inicio de una vida sexual a edad temprana,
haber tenido varias parejas sexuales, el haber padecido enfermedades de
transmision sexual, ademas los habitos de higiene deficientes, consumo de
tabaco, alcohol o anticonceptivos. Considerandose también como las principales
causas en la adquisicion, manifestacion y progresion de este cancer (Lira, 2001).
El cancer cervicouterino, en un 99.7 % (Doorbar, 2006) esta asociado al Virus de
Papiloma Humano (VPH) y en particular los tipo 16 y 18 que corresponden en un
70% de los casos de esta patologia, el resto de los casos presentan VPH 31 y 45
(Mufios & Bosch, 1997) y sélo un minimo porcentaje (1%) es negativo a VPH. En
los ultimos afnos el estudio de la biologia del cancer cérvicouterino ha arrojado el
conocimiento de los mecanismos moleculares por los cuales se desarrolla y
manifiesta, sin embargo, pese a los esfuerzos encaminados a combatirlo no se
tiene una medida adecuada para disminuir la incidencia en la poblacién mexicana.

En los ultimos afios la investigacion ha explorado el papel de compuestos de
origen vegetal y animal, para su uso como agentes terapéuticos o como
preventivos en el desarrollo de esta enfermedad, ademas de compuestos
sintéticos con un historial clinico. Entre tales compuestos se tiene a los miembros
de los Ditiocarbamatos como el Disulfiram (DSF) y sus metabolitos como el
Pirrolidinditiocarbamato (PDTC) (Della et al, 2000) a los cuales, se les ha
reportado actividad antitumoral sobre lineas celulares de cancer de mama,



préstata, pulmon asi como leucemias (Wickstrom et al, 2007). Actualmente se han
descrito que estos compuestos son capaces de inducir apoptosis e inhibir el
proteosoma (Yu et al, 2007) y factores de transcripcion como NFxB (Liu et al,
1998). También se ha reportado que el DSF es rapidamente metabolizado en el
organismo y que el efecto antiproliferativo puede deberse a sus metabolitos. Se
piensa que el DSF puede ser téxico ya que al ser administrado genera efectos
secundarios como nauseas, vomito, escalofrios (Phillip, 2009). Ante esta situacion
se han generado analogos de sus metabolitos con la finalidad de conservar su
efecto antiproliferativo e inductor de apoptosis y que ademas pueda presentar
mayor estabilidad, potencializar su efecto, ser selectivos y menos toxicos. Se
tienen pocos estudios sobre la actividad de estos compuestos en lineas
provenientes de cancer cervicouterino, por lo que es relevante su evaluacion sobre
este tipo de cancer.



MARCO TEORICO

PROLIFERACION CELULAR

De acuerdo a la teoria celular establecida por el bidlogo aleman Rudolf
Virchoff en el siglo XIX, “las células so6lo provienen de células”. Las células
existentes y se dividen a través de una serie ordenada de pasos denominados
ciclo celular; en el cual la célula aumenta su tamario, el numero de componentes
intracelulares (proteinas y organulos), duplica su material genético y finalmente se
divide (Alberts et al, 2004). Dando paso a un proceso denominado proliferacion,
el cual esta definido como el incremento del numero de células o resultado del
comportamiento del ciclo celular y del equilibrio entre crecimiento, divisién vy
muerte (Sanchez, 2001).

CICLO CELULAR

La célula se reproduce mediante una secuencia ordenada de procesos, en
la que duplica su contenido y luego se divide en dos células hijas generalmente
iguales (Alberts et al, 2004). Estos procesos en conjunto son denominados ciclo
celular y presenta dos etapas bien definidas: division celular propiamente dicha
(por mitosis para células somaticas y por meiosis para células germinales) y la
interfase (comun en ambas) (Luque & Herraez, 2001).

El ciclo celular comienza cuando se forman dos nuevas células hijas, por la
division de una unica célula madre, y finaliza cuando una de estas dos células se
divide de nuevo en otras dos células hijas (Luque & Herraez, 2001).

En la interfase la mayor parte de los componentes celulares se sintetizan
continuamente, de tal manera que la masa celular aumenta gradualmente
conforme se acerca la division. Contempla la fase G1 periodo que sigue a la
mitosis y la separa de la fase S, en ella se presenta una activa sintesis de ARN y
proteinas como las ADN helicasas, primasas y polimerasas involucradas en la
sintesis del acido desoxirribonucleico (ADN), asi como factores de transcripcién y
enzimas denominadas ciclinas, ademas de otros componentes celulares, por lo
que la célula aumenta de tamafo (Garret, 2001). La fase S es el periodo que
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transcurre con la sintesis del ADN, formandose una copia exacta del material
genético. La fase G2 es el periodo que sigue a la fase S, en este estadio tiene
lugar un crecimiento, pero ademas actua como un periodo de seguridad durante
el cual la célula controla y verifica que todo el ADN se haya duplicado en forma
correcta. M es la fase que sigue a G2 y se designa como mitosis, su inicio esta
marcado por una condensacion (enrollamiento y plegamiento) de la cromatina de
la célula, que hace que los cromosomas sean lo suficientemente densos como
para que se puedan observar al microscopio. La mitosis consta de 5 etapas
propiamente dichas: profase, prometafase, metafase, anafase y telofase (Luque &
Herraez, 2001). Como producto de esta division se obtendran dos células hijas
con idéntico contenido genético. Existe otra fase alterna al ciclo celular
denominada GO y se refiere a las células que se encuentran temporal o
permanentemente fuera del ciclo (Fig. 1).

Figura 1. Ciclo celular. (Imagen tomada y modificada de Pollard & Earnshaw, 2004)

De manera general durante el ciclo celular se deben completar los eventos
de cada fase antes de pasar a la siguiente, por lo que existen puntos de control
gue monitorean la integridad del ADN y se encuentran en puntos estratégicos del
ciclo celular, como son en la fase tardia de G1 y en la interfase G2/M, para
prevenir la propagacion de células dafnadas o mutadas (Mathews & Van, 1998).



Durante estos intervalos la célula monitorea los ambientes intracelulares y
extracelulares para asegurarse de que las condiciones sean las apropiadas, de no
ser asi la célula debe decidir si pasa a la siguiente fase o efectua una pausa que
permita ganar tiempo y reparar dafios o mandar a muerte a la célula (Alberts et al,
2004).

El funcionamiento correcto de los procesos del ciclo celular requiere de
complejos enzimaticos, que controlan la entrada y la progresion de las células a lo
largo de las distintas fases del ciclo, entre estos se encuentran las ciclinas, las
cinasas dependientes de ciclinas (CDK) y los complejos que se forman entre
ambas (CDK-ciclina) (Peralta et al, 1997). Por ejemplo, las ciclinas D1, D2 y D3 se
sobreexpresan gracias a estimulos mitogénicos como factores de crecimiento y se
unen a las CDKs 4 y 6 que fosforilan parcialmente a la proteina retinoblastoma
(pRb) haciendo que la célula progrese en la fase G1 temprana y no quede
detenida en GO. Los complejos ciclina E-CDK2 se activan en la fase G1 tardia
completando la fosforilacion de la pRb. El Factor de maduracion-promocion
(maturationpromoting factor o MPF), interviene en la transicién de G2 a M. De la
misma forma estos complejos enzimaticos también son inhibidos, por Inhibidores
de las CDK (cyclin-dependent kinases inhibitors o CDKIs) cuando su participacion
esta concluida. Existen dos familias de inhibidores las INK4 (INK4A, INK4B, INK4C
e INK4D) que inhiben especificamente a la CDK4 y la CDK6 en G1 y la familia de
CIP / KIP (CIP1, KIP1 y KIP2) que inhiben a las CDKs en todas las fases del ciclo
(Gasion et al, 2005).

En condiciones fisiologicas normales, la homeostasis celular mantiene el
estado de diferenciacibn de cada célula y regula estrictamente su tasa de
proliferacion, su tiempo de supervivencia y su territorialidad, de acuerdo con las
necesidades del organismo, eliminando aquellas que no son indispensables
mediante un proceso de muerte, por ejemplo en el recambio continuo de algunos
epitelios y en el funcionamiento del sistema inmune (Jiménez, 2003). De esta
manera la muerte celular toma un papel fundamental que es necesario examinar.

MUERTE CELULAR

Los organismos multicelulares estan constituidos por un numero
predeterminado de células, ese numero resulta de la suma de dos procesos a) la
multiplicacion celular y b) la muerte o eliminacién de un numero igual de células.
Existen diferentes tipos de muerte celular, siendo los mas importantes necrosis y
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apoptosis, estos dos tipos de muerte presentan diferencias basadas en su
morfologia y bioquimica. Si bien ambos tipos son ordenados, la apoptosis
presenta una mayor relevancia por ser un proceso natural a diferencia de la
necrosis (Dubin & Stoppani, 2000).

NECROSIS

La necrosis es definida frecuentemente como un fendmeno pasivo y
degenerativo que se da por factores ajenos al control celular, puede ser una
consecuencia de un trauma ambiental como temperaturas extremas, isquemia,
dafo mecanico y generalmente como respuesta a una lesion grave, por una
sobredosis de agentes citotéxicos (Fink & Cookson, 2005). Ademas puede
Implicar un caracter patolégico que se desencadena tras un dafio celular extremo
que dana irreversiblemente el funcionamiento de las células. La muerte celular
necrotica o necrosis se caracteriza morfologicamente por un aumento en el
volumen celular (oncosis), hinchazon de organulos, la rotura de la membrana
plasmatica y la subsiguiente pérdida o salida del contenido citoplasmatico a la
matriz extracelular induciendo una respuesta inflamatoria que dafa a las células
vecinas (Kroemer et al, 2008).

La permeabilidad de la membrana plasmatica se altera y se establece un
flujo anormal de iones hacia el interior (principalmente de iones de calcio) que va
acompanado de la entrada pasiva de agua. El volumen celular aumenta y algunas
rutas metabdlicas se alteran debido a las nuevas concentraciones ionicas que se
establecen. Asi la mayor concentracidn intracelular de calcio inhibe la produccion
de ATP, a la vez que estimula la sintesis de algunas enzimas proteoliticas, la
cromatina nuclear pierde su conformacion original y constituye pequefos
agregados, mientras que algunos organulos membranosos, como el reticulo
endoplasmico o las mitocondrias, se dilatan por la entrada de agua, los ribosomas
se desorganizan y los lisosomas se rompen. Como etapa final, los organulos
estallan, la membrana plasmatica y la envoltura nuclear se fragmentan y el
contenido intracelular se vierte al exterior y promueve una respuesta inflamatoria,
posteriormente las células fagociticas degradan los restos (Paniagua, 2007).



APOPTOSIS

El tipo de muerte mas importante ocurre en células que estan sujetas a
recambio o son senescentes, células dafiadas que ya no son requeridas y que se
eliminan a través de muerte celular programada denominada apoptosis, del griego
antiguo apo-toe-sis, que significa desprendimiento de las hojas del arbol en otofio.
Kerr en 1972 retomo el término y lo aplicé a la pérdida de las células por los
tejidos para la sobrevivencia del hospedero (Elinos et al, 2003).

Los primeros cambios morfolégicos que ocurren durante la apoptosis
incluyen la pérdida de contacto celular y estructuras membranales especializadas
(por ejemplo, microvellosidades), asi como la formacion de protuberancias.
Asociada a estos cambios se da una disminucion de la turgencia, aparentemente
debido a la pérdida de liquido intracelular e iones. (Jiménez, 2003). En el nucleo
hay compactacion del material genético y segregacion hacia la membrana nuclear
e intervencion de las desoxirribonucleasas que fragmentan al ADN en segmentos
especificos que van de 200 a 100 y 50 kilopares de bases para finalmente cortarse
cada 180 pares de bases o sus multiplos siguiendo los espacios
internucleosomales (Elinos et al, 2003). Asimismo el citoplasma se condensa y se
forman vesiculas, denominadas cuerpos apoptoéticos que contienen restos del
nucleo protegido por la membrana nuclear, organulos y reticulo endoplasmico.
Estos cuerpos apoptéticos son fagocitados inmediatamente por las células
aledanas o por fagocitos, impidiendo que moléculas citoplasmicas, organulos y
material genético queden libres entre las células, de esta manera no se genera
una respuesta inflamatoria como en la necrosis (Fig. 2). A nivel bioquimico, ocurre
la activacion de proteasas especificas denominadas caspasas.



Figura 2. Esquema de necrosis y apoptosis (Imagen tomada y modificada de Van, 2002).

Las caspasas existen en las células normales como zimdgenos inactivos,
dentro sus funciones destacan, la inactivacion de proteinas que normalmente
protegen a la célula de la muerte apoptdtica de aquéllas involucradas en la
reparacion del ADN vy las encargadas de la organizacion del citoesqueleto,
participan en la destruccion de la lamina nuclear en la activacién de CAD (caspase
activated Dnase) e induce a la célula a expresar sefiales que las marcan para ser
fagocitadas. Se clasifican en tres grupos: |I) mediadores de la inflamacion que
incluyen a las caspasas -1,-4,-5,-11,-12,-13 y -14; 1l) efectoras o ejecutoras de la
apoptosis que incluyen a las caspasas- 3,-6 y-7; y el grupo lll) activadoras de
caspasas apoptogénicas que incluyen a las caspasas-2, -8, -9 y -10 (Fan et al,
2005). Cuando las células inician la apoptosis, las caspasas se activan a través de
uno o dos cortes proteoliticos que cortan el péptido precursor en las subunidades
grande y pequefa que constituyen la enzima activa desencadenando el proceso
apoptatico.

Dentro de la apoptosis existen dos tipos generales de vias de sefalizacion,
que permiten el inicio de la activacion de caspasas; estas vias son la intrinseca y
extrinseca y existen diferencias entre ellas, la primera depende de la



participacion de la mitocondria y la segunda implica a los receptores de muerte
como son el factor de necrosis tumoral (TNF) y Fas (CD95) (Jiménez, 2003).

VIAS DE SENALIZACION

Por un lado cuando la célula sufre estrés o dafio por el calor, o por
radiaciones, hipoxia, agentes viricos, exceso de glucocorticoides u otros factores,
la apoptosis puede activarse por via intracelular. Estas sefales hacen que las
mitocondrias liberen el citocromo C, hacia el citosol donde participa en la
formacion del apoptosoma junto con la molécula adaptadora Apaf-1, para
reclutar y activar a la caspasa 9, la cual a suvez activa a las procaspasas 3y 7,
siendo estas caspasas las responsables del clivaje de varias proteinas que llevan
a una muerte por apoptosis (Fig. 3). (De Toro, 2006).

No obstante, esta via puede ser inhibida por la familia Bcl-2, dentro de estos
miembros se encuentran moléculas pro y anti-apoptoticos. Las proteinas anti-
apoptética (Bcl-2 y Bel-XL) inhibe la apoptosis al impedir la salida del citocromo c e
inactivar el factor Apaf-1. Mientras que los miembros pro-apoptéticos (Bad, Bax y
Bak) se translocan a la mitocondria después de recibir la sefial de muerte y
promueven la liberacién del citocromo C; Bad por su lado, inactiva a los
inhibidores de la apoptosis (Caballero & Moran, 2002)

Mientras que en la via extrinseca, se puede ejemplificar con la senal pro-
apoptética que se desencadena mediante la molécula denominada Fas y su
ligando FasL, miembro de la familia receptores del factor de necrosis tumoral
(TNFR). Al ser estimulado, el Fas se une a unas proteinas adaptadoras
denominadas FADD (del inglés, Fas-Associated protein with Death Domain) que a
Su vez se unen a la procaspasa 8 y ésta activa a la caspasa 3, produciendo una
reaccion en cadena que culmina con la apoptosis (Fig. 3) (Diaz et al, 2005).
También la caspasa 8 puede activar a Bid (miembro pro-apoptotico de la familia
Bcl-2) y ésta inducir la liberacion del citocromo C, generando con Apaf-1 el
apoptosoma y activacion de la via intrinseca.

Por otro lado el factor de necrosis tumoral (TNF), actia de la siguiente
manera, se une a un receptor de la misma familia, el TNFR-1, éste se une a las
proteinas activadoras denominadas TRADD (del inglés TNF receptor-associated
death domain) que, a su vez se unen a las FADD, continuando el mismo proceso
que Fas (Fig. 3). Sin embargo, hay factores intracelulares que pueden unirse a las
TRADD de modo que éstas, en vez de activar las FADD, activan el factor de
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trascripcion nuclear NFxB, cuyo efecto es inhibir la apoptosis al trascribir y mandar
sefales de supervivencia (Paniagua, 2007).

Figura 3. Vias de sefalizacion, intrinseca y extrinseca respectivamente (Imagen tomada y
modificada de Jin & El-Deiry, 2005)

El desequilibrio del proceso apoptodtico determina efectos que pueden ser
letales, como exceso en la destruccion celular, atrofia de tejidos, hiperplasias o
neoplasias por lo que se relaciona de forma directa a la apoptosis con
enfermedades como Alzheimer, Parkinson y cancer (Dubin & Stoppani, 2000).

No obstante, la acumulacion de una serie de alteraciones en el ADN
(mutaciones puntuales, amplificaciones, deleciones, translocaciones, inserciones
viricas e hipometilaciones) que afectan a un grupo particular de genes (los proto-
oncogenes Yy los genes supresores) da lugar al fenotipo de células transformadas
con las siguientes caracteristicas: 1) diferenciacion aberrante; 2) proliferacion
celular descontrolada; 3) supervivencia prolongada, y 4) tendencia a la invasion de
tejidos adyacentes y metastasis. En conjunto, estos puntos citados anteriormente,
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describen las caracteristicas de células tumorales que dan origen al cancer de
manera general (Karp, 2006).

EL CANCER

El cancer es una enfermedad producida por cambios en la conducta de las
células provocada por modificaciones en la informaciéon genética subyacente de
las mismas. Debido a estas alteraciones las células cancerosas proliferan sin
control formando tumores malignos que tienden a crecer de manera invasiva
(metastasis: las células se desprenden de la masa original entran a la circulacion
linfatica o sanguinea y se propagan a sitios distantes en el cuerpo, donde
establecen tumores secundarios) destruyendo tejidos y érganos normales (Karp,
2006). (Fig. 4).

Figura 4. Metastasis (Imagen tomada y modificada de Massagué, 2009)

La caracteristica mas importante de la célula tumoral es la pérdida del
control de su crecimiento, ademas se apilan unas sobre otras para formar grumos
a diferencia de las células normales que forman una capa simple o0 monocapa,
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esto es porque las células responden a influencias inhibidoras de su ambiente. Las
alteraciones mas notables después de la transformacion ocurren en los
cromosomas. En general las células normales conservan su dotacidn
cromosomica diploide normal conforme crecen y se dividen tanto in vivo como in
vitro. Mientras que las células cancerosas con frecuencia presentan dotacion
cromosomica muy aberrante, alteracion denominada aneuploidia. Los cambios
morfolégicos mas notables ocurren en el citoplasma, casi siempre afectan al
citoesqueleto. La célula normal por lo general tiene una red bien organizada de
microtubulos, microfilamentos vy filamentos intermedios, mientras que el
citoesqueleto de la célula cancerosa a menudo esta reducido, desorganizado o
ambas cosas. Las células cancerosas son aparentemente inmortales en el sentido
de que continua dividiéndose de manera indefinida mientras las condiciones de
nutrientes y de cultivo sean adecuadas para su sobrevivencia (Karp, 2006).

Existen factores tanto biolégicos como quimicos y fisicos que contribuyen
al desarrollo del cancer, dentro de los biologicos se encuentran los virus, en los
quimicos se puede mencionar sustancias cancerigenas como el benceno y dentro
de los fisicos se encuentra los rayos UV, todos muestran una propiedad comun,
provocan cambios en el genoma, sin embargo la mayoria de los canceres requiere
de multiples mutaciones para que se desarrollen (Hernandez & Rios, 1999). De la
misma manera en que existe una clasificacion para los factores que contribuyen a
la formacién de células cancerosas existe una clasificacion para los diferentes
tipos de cancer en base al tipo de tejido del cual provengan, asi como con el tipo
normal de células que mas se asemejan.

TIPOS DE CANCER

El primer grupo lo forman los sarcomas, los que proceden del tejido
conectivo tales como el hueso, cartilagos, nervios, vasos sanguineos, musculos y
tejido adiposo.

El segundo grupo son los carcinomas, que proceden de tejidos epiteliales
como la piel o de los epitelios que revisten las cavidades y 6rganos, y los tejidos
glandulares de la mama y préstata. Los carcinomas incluyen algunos de los
canceres mas frecuentes. Los carcinomas de estructura parecida a la piel se
denominan como carcinomas de células escamosas y los que tienen una
estructura glandular se denominan adenocarcinomas.
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En el tercer grupo se encuentran las leucemias y linfomas que incluyen los
canceres de los tejidos formadores de las células sanguineas. Producen
inflamacion de los ganglios linfaticos, invasion del bazo y meédula Osea, y
sobreproduccion de células blancas inmaduras (Pardo, 1998).

A nivel mundial, el cancer es una de las principales causas de mortalidad,
se le atribuyen 7.9 millones de defunciones ocurridas en 2007. En las mujeres los
tres principales tipos de cancer que causaron fallecimientos durante 2007 fueron:
el de mama (13.8%), cuello del utero (12.1%) e higado (7.6%) (INEGI, 2009).
Siendo el cancer cervical una de las principales causas de muerte y una
enfermedad que se puede prevenir es relevante su analisis.

CANCER CERVICOUTERINO (CaCu).

El cancer cervicouterino (CaCu) es un carcinoma, las células cancerosas
se ubican en los tejidos del cuello uterino, se desarrolla en el cérvix, en la porcion
inferior estrecha del utero de una mujer. Entre algunos de los factores que
contribuyen al desarrollo de CaCu, se encuentran el bajo nivel socioecondmico; el
inicio temprano de la vida sexual; el antecedente de haber tenido dos o mas
parejas sexuales; la edad temprana del primer embarazo; tres 0 mas partos; el uso
de anticonceptivos hormonales, el tabaquismo y el mas relevante la presencia de
VPH (Tirado et al, 2005).

Los eventos tisulares en la progresion del cancer cervical se clasifican en
los diferentes estadios de esta enfermedad. Se inicia con el cancer in situ
denominado Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), donde se presentan varios
estados de desarrollo. La NIC-I es una lesion Intraepitelial de bajo grado y es una
displasia leve. La NIC-Il es una displasia moderada y junto con la NIC-Ill, displasia
grave, son consideradas lesiones intraepiteliales de alto grado. Presentandose de
esta manera un cancer in situ. Posteriormente se pasa a un estado de cancer
invasor denominado cancer metastasico (Hernandez, 2004).

A partir de la década de los anos ochenta se ha identificado al virus del
papiloma humano (VPH) como una causa necesaria pero no suficiente para
desarrollar la enfermedad; no obstante CaCu invasor se asocia con la presencia
de VPH en un 99.7% de los casos (Doorbar, 2006). Existen 100 tipos de VPH,
siendo las variantes 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 las
consideradas como de alto riesgo (AR), por encontrarse asociadas al CaCu en
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mas de 95% de los casos. Por otra parte, los de tipo 6, 11, 42, 43 y 44 muestran
una deébil asociaciéon con CaCu denominandose, por tanto, de bajo riesgo (Alonso,
2000).

El virus papiloma humano (VPH) corresponde a un virus ADN, que infecta
piel y mucosas, altamente especie especifico. Tomando como modelo el VPH 16,
para esquematizar el mapa genomico, presenta una estructura de
aproximadamente 8.000 pares de bases, destacando una regién temprana (E),
una region tardia (L), una regiéon de control largo (LCR) y 8 regiones de lectura
abierta (ORF). La infeccidon por VPH, comienza con un microtrauma del epitelio
genital, en particular en la zona de transformacion del epitelio cervical, permitiendo
la exposicion de las células basales en activa proliferaciéon, a los diferentes tipos
de HPV, permitiendo la unién entre el receptor de la célula basal con la proteina
de la capside viral L1. Una vez unido el virus a la superficie celular, se produce su
internalizacion al citoplasma de la célula huésped (endocitosis). Posteriormente la
capside viral experimenta degradacion en el citoplasma celular, a través de un
proceso de reduccidon quimica que dana los puentes disulfido que estabilizan la
capside, originando capsoémeros y monomeros, los cuales son transportados al
nucleo junto a pequefios fragmentos del ADN viral, pudiendo atravesar los poros
nucleares, con ello el genoma viral y las proteinas de la capside participarian en
los procesos de transcripcion génica, replicacion del ADN y maduracién de virones
(Quisehuatl, 2009).

En la primera etapa conocida como no productiva, la poblacion viral
localizada en el estrato basal, mantiene la replicacién del ADN viral en un nimero
de copias bajo (30-50 copias por célula infectada), en forma extra cromosdmica,
llamados episomas que se estructuran en base a histonas y material genético. Se
postula que durante esta etapa se aseguraria que el ADN viral se distribuya
difusamente por las células basales proliferantes y que al mantener un numero
reducido de copias se impediria la activacion de la respuesta inmune. Las células
basales proliferantes migran a los estratos parabasal y espinoso, amplificandose la
expresion de genes virales tempranos a través de la regiéon no codificante (URR),
los cuales permiten producir ADN a cientos de copias por célula; esta etapa en el
ciclo viral es conocida como la fase vegetante, proliferante o productiva. En este
proceso de replicacion del ADN viral participan factores de replicacion como las
proteinas E1 y E2 que forman complejos que se unen a secuencias en el origen
de replicacion viral y que utilizan las polimerasas celulares y proteinas accesorias
para mediar la replicacién. Las proteinas E4 y E5 se piensa estan involucradas en
la regulacién de funciones virales posteriores. Las proteinas E6 y E7 de los VPH
de alto riesgo actuan como oncoproteinas que han de provocar que la célula
hospedera entre continuamente a ciclo celular y se divida. (Rivera et al, 2006).
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En el afio 2007 se reportaba un diagnostico de 500, 000 nuevos casos de
CaCu al afio en el mundo y se reportaba como la principal causa de muerte por
neoplasia en mujeres de paises en vias de desarrollo (INEGI 2007). Siendo
México un pais en via de desarrollo, con bajo nivel socioeconémico y carencias en
el sector salud, la enfermedad representa un importante problema, por lo que
requiere de atencion por parte de investigadores, estadistas y médicos.

CANCER CERVICOUTERINO EN MEXICO

En México los tumores malignos se encuentren entre las principales causas
de defuncién. ElI CaCu, uno de los de mayor incidencia en nuestro pais, contaba
en el 2007 con una tasa de mortalidad de 13.3%, y registraba 4,000 muertes
anules representando asi la primera causa de mortalidad en mujeres por cancer,
dentro de un rango de edad de 35 a 64 afios por encontrarse en una etapa
hormonal fluctuante (INEGI, 2007). Actualmente el CaCu, ocupa el segundo lugar
solo superado por el cancer de mama (INEGI, 2009).

PREVENCION

Existen diversos métodos para prevenir este tipo de cancer, entre los que se
encuentran (Villa et al, 2006):

Realizar la prueba de Papanicolaou en forma regular
Practica Sexual Segura

No fumar

No beber

Vacunacion contra HPV (tipo 16 y 18)

B 5 E &

No obstante a pesar de ser una enfermedad de deteccion temprana no
existe una cultura que permita su diagndstico y tratamiento oportuno, no es hasta
una etapa avanzada o la extension de la enfermedad cuando se trata. EI motivo
de dejar avanzar la enfermedad puede ser que los sintomas del CaCu por lo
general no aparecen hasta que células anormales se vuelven cancerosas e
invaden tejido cercano (Hazzard, 2005).

Cuando esto sucede, el sintoma mas comun es el sangrado anormal, que
puede incluir:

¢ Sangrado entre periodos menstruales regulares.
® Sangrado después de las relaciones sexuales.
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®

@

Sangrado menstrual que dura mas tiempo y es mas abundante de lo
normal.
Sangrado después de la menopausia.

Para tener un diagnéstico definitivo usualmente requiere un examen
histolégico, aunque las primeras indicaciones de cancer pueden ser dadas a partir
de sintomas o radiografias.

DIAGNOSTICO

Los examenes para diagnosticar CaCu incluyen:

®

®
@

Examen de Papanicolaou: detecta cancer cervical asi como tejido pre
canceroso en el cérvix, llamada displasia cervical. EI médico colecta una
muestra de células del cérvix para su examinacion. La realizacion de un
frotis o0 examen anual de Papanicolaou permite la reducciéon de cancer en
paises en vias de desarrollo.

Examen de HPV: se puede examinar el mismo material de la prueba de
Papanicolaou para detectar virus de HPV (subtipos de alto riesgo).
Colposcopia

Biopsias

Segun la extension del cancer en base al diagndstico, el tratamiento puede
consistir en una o mas terapias (Lowy & Schiller, 2006).

TRATAMIENTO

El tratamiento del cancer que se proporciona actualmente se fundamenta en
tres pilares basicos: cirugia, radioterapia y quimioterapia.

Cirugia: extirpacién quirdrgica de un tumor canceroso y tejido cercano, y
posiblemente nddulos linfaticos cercanos. Si el cancer ha alcanzado capas
mas profundas del cérvix pero no se ha propagado mas alla del cérvix. La
razon de que la cirugia siga siendo la principal opcidén para el tratamiento
inicial de muchas formas de cancer se debe, en parte, al uso de terapias
neo adyuvantes que, con la combinacién de radioterapia y quimioterapia,
logran reducir la masa del tumor antes de la extirpacion quirurgica.

® Terapia de Radiacion (Radioterapia): el tumor es irradiado con rayos X o

gamma, que originan iones en las células neoplasicas y bajo la influencia
de dicha radiacion los iones pueden romper las hebras de ADN, dando
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lugar asi a muchas mutaciones, lo que causa suficiente dafio al ADN para
eliminar directamente las células, o bien, para inducir muerte celular.

& Quimioterapia: Generalmente los medicamentos empleados son agente
alquilantes y ejerce su accion mediante la produccion de aductos y enlaces
intra e inter cadenas de ADN, generando especies reactivas de oxigeno,
activacién de p53, esto resulta en rompimiento de la cadena del ADN, y
uniones cruzadas de cadenas complementarias que previene la sintesis del
ADN. La ARN polimerasa dependiente del ADN también es inhibida,
disminuyendo la trascripcion. Este agente puede llevar a mutaciones en el
ADN para posteriormente mandar a muerte las células como la radioterapia.

La mayoria de las veces se requiere de la combinacion de las terapias para
obtener éxito. Sin embargo estos tratamientos son incapaces de destruir
selectivamente a las células cancerosas sin danar en forma simultanea a las
células normales puesto que, tanto células sanas como cancerosas se
encuentran ciclando y exponiendo su material genético ante el tratamiento,
generandose asi efectos secundarios en el paciente, como perdida de cabello,
irritabilidad, vémito, mareo, por citar algunos. (Goldwein & Vachani, 2006). Ante
esta situacion se buscan nuevos tratamientos y medidas de prevencién que
permitan una mejor calidad de vida del paciente.

Entre las nuevas alternativas para contrarrestar el cancer se buscan
compuestos que tengan potencial antiproliferativo y sean selectivos a diferencia de
la quimioterapia tradicional y radioterapia. Actualmente se ha encontrado que
compuestos con aplicacién para determinadas patologias no tumorales, presentan
actividades antiproliferativas e inductoras de apoptosis. Un ejemplo de estos
compuestos son los Ditiocarbamatos, particularmente el DSF, droga que ha sido
utilizado por décadas en el tratamiento del abuso del alcohol, inhibiendo la enzima
aldehido deshidrogenasa y recientemente propuesto como un agente anti
cancerigeno al igual que sus metabolitos (Chen et al, 2006).

DISULFIRAM Y SUS METABOLITOS

Los Ditiocarbamatos son una clase de metal-quelante, con varias
aplicaciones en medicina como, el tratamiento de infecciones por bacterias u
hongos ademas de actuar como antioxidantes. Particularmente el DSF, fue
aprobado como medicamento hace décadas para combatir el alcoholismo (Zuben
et al, 2005) y mas recientemente, se ha sugerido en el tratamiento de la
dependencia de cocaina (Wickstrom et al, 2007), sin embargo se ha distinguido
por ser un compuesto, que al ser administrado previamente a una ingestién de
alcohol, provoca una serie de malestares como son nauseas, vomito, taquicardia e
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hipotensién, debido a la acumulacion de acetaldehido en el torrente sanguineo. No
obstante investigaciones recientes han propuesto un potencial antitumoral de
este compuesto y sus metabolitos.

Se han reportado que miembros de la familia de Ditiocarbamatos como
DSF, PDTC vy Dietilditiocarbamato (DDTC), actuan como agentes anti
cancerigenos e inductores de apoptosis en células cancerosas de pulmén, mama
y prostata. Algunos estudios demuestran que presentan accidn antineoplasica
sobre lineas celulares U-937 (leucemia humana) y actividad antioxidante
(Wickstrom et al, 2007).

El DSF droga de tiocarbamatos ha sido propuesto como agente antitumoral
basado en la capacidad de inducir apoptosis en diferentes lineas celulares, asi
como reductor del crecimiento de células glia, carcinoma pulmonar y melanoma
en ratones. Ademas ha mostrado reducir angiogénesis, inhibir ADN topoisomerasa
(Yakishich et al, 2001) e inhibir el factor nuclear Kappa-B (NFxB) en hepatomas,
lineas celulares de cancer colorectal y células endoteliales. En melanomas
humanos metastasico (células 46A-C81, C81-61 y C83-2C) tratados con DSF,
en una dosis de 25-50 ng / ml, caus6 muerte celular por apoptosis. Sin embargo
la misma dosis de DSF resultoé no significativa en melanocitos (Cen et al, 2002).

También se ha propuesto que el efecto del DSF esta limitado por si mismo,
pero al formar un complejo con cobre se activa y finalmente puede actuar como un
inhibidor del proteosoma 26S. No obstante el mecanismo no ha sido establecido
completamente y todo parece indicar que el DSF actua de manera no selectiva.
También se ha reportado que DSF puede tener actividad antitumoral y quimio
sensitiva. En cuanto a su toxicidad se ha reportado en lineas celulares y células
tumorales de pacientes de cancer de mama, ovario y células pulmonares
(Wickstrom et al, 2007). Un efecto citotdxico, se ha atribuido a una pro-apoptosis,
reaccion redox y permeabilizacién de la membrana mitocondrial.

También ha resultado ser mas activo en células hematoldgicas que en
tumores solidos. Ademas de mostrar un efecto citotdxico alto en células de
leucemia linfocitica crénica comparado con linfocitos normales, lo que indica una
selectividad en algunos tumores (Yu, et al, 2007).

Por otro lado, PDTC metabolito de DSF, ha sido propuesto como un agente
antitumoral basado en la capacidad de inducir apoptosis, se ha estudiado su
efecto en la proliferacion y supervivencia de la linea celular promielocitica HL-60,
a concentraciones bajas como 10 uM de PDTC, induciendo una significate
reduccion del crecimiento celular (Della et, al 2000). Ademas de inducir muerte
celular programada mediante la activacion de pro-caspasa 3 y el rompimiento de
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la Poli-ADP-Ribosa-Polimerasa (PARP) y la contemporanea activacion del
proceso apoptoético, mediante la liberacion de el citocromo ¢ de la mitocondria.
También se tienen reportes de ser inductor de apoptosis en una variedad de
lineas celulares de cancer humano, de colon, mama y pulmén. No obstante PDTC
también causa muerte celular en células endoteliales normales de diversas
especies, timocitos de rata, puercos y células musculares humanas (Burkitt et al,
1998).

Otros trabajos sugieren que metabolitos de PDTC y DDTC, pueden ser
biotransformados a prolinetiuramdisulfido y DSF, respectivamente. Se ha
encontrado que estos metabolitos inducen apoptosis después de detener en la
fase G1/S del ciclo celular y decrecer el nivel de bcl-2, ademas de incrementar el
nivel de p53. En contraste Prolineditiocarbamato y Dietilditiocarbamato, no inducen
apoptosis y detienen en la fase G1 del ciclo celular. Este trabajo sugiere una
apoptosis, modulada por efectores intracelulares como son NFkB AP-1, bcl-2 y la
activaciéon de p53 en estados tempranos (Liu et al, 1998).

Por otro lado existe una relacion entre los Ditiocarbamatos y el cobre; el
cual ha mostrado ser esencial para el proceso de angiogenesis tumoral,
constantemente niveles de cobre se han encontrado en suero y tejidos en
muchos tipos de canceres humanos, incluyendo, mama, prostata y cerebro,
sugiriendo que el cobre puede usarse como un marcador tumoral especifico. En
relacion a esto se ha reportado que el complejo de DSF y PDTC con cobre inhiben
potencialmente la actividad proteosomal, en cultivos de la linea celular de cancer
de mama MDA-MB-231 y células MCF10DCIS.com, pero no en normales o
células inmortalizadas MCF-10A antes de inducir a muerte celular apoptética
(Chen et al, 2006). Los mismos autores encontraron en ratones marcados con
tumores (MDA-MB-231), tratados con los complejos de cobre-DSF y cobre-
PDTC, inhibicidn significativa del crecimiento del tumor en un 74%, y lo asociaron
a la inhibicion de la actividad proteosomal, a una sobre expresion de ubiquitina y
muerte por apoptosis.

VIA METABOLICA DE DISULFIRAM

En 1977, Cobby y col. demostraron que el DSF no es el principio activo que
ejerce la influencia sobre el metabolismo de oxidacién del etanol pues encontraron
que, después de ser ingerido, es reducido rapidamente a Dietilditiocarbamato
(DDTC) por accioén de la glutation reductasa (Cobby et al, 1977).
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La via metabdlica para la biotransformacién del DSF se muestra en la figura
5. donde son \utilizadas las siguientes  abreviaturas:  DSF,
bis(dietiltiocarbamoil)disulfuro; DDC, N,N-dietilditiocarbamato acido; el cual sufre
una reaccion de metilacion para formar el MeDDTC, S-metil-N,N-
dietilditiocarbamato; el cual es activado metabdlicamente por desulfuracion
oxidativa y oxidacion para formar el MeDTC, S-metil-N,N-dietiltiocarbamato; y
MeDTC-SO, S-metil-N,N-dietiltiocarbamato sulféxido; Este es el precursor de
MeDTC-SO,, S-metil-N, N-dietiltiocarbamato sulfona; TMT, tiol metiltransferasa;
TPMT, tiopurina metiltransferasa; CP-450, complejo citocromo P-450 (Zaldivar et
al, 2006). MePTC-SO, S-Metil-pirrolidiltiocarbamato-S-6xido, analogo del
metabolito MeDTC-SO.

Figura 5. Via metabdlica para la biotransformacion del DSF, y estructura del MePTC-SO (Imagen
tomada y modificada de Zaldivar et al, 2006).

De manera particular S-Metil-pirrolidiltiocarbamato-S-6xido (MePTC-SO)
analogo del metabolito del DSF S-metil-N,N-dietilltiocarbamato sulféxido (MeDTC-
SO), ha sido evaluado, en cultivos in vitro de  Pseudomonas aeruginosa
(bacteria oportunista, dependiente de la enzima betaina aldehido deshidrogenasa
“BADH”, que infecta tejidos de las vias urinarias, el ojo, las heridas causadas por
quemaduras y los pulmones de individuos con fibrosis quistica), mostrando
actividad similar al DSF y otros metabolitos de éste, al inhibir la enzima BADH
ademas de presentar una mayor estabilidad molecular (Lopez, 2009).

En conjunto los antecedentes sugieren que DSF y algunos de sus
metabolitos presentan efectos citotdxicos, antioxidante, actividad inhibidora de la
enzima BADH, inductora de apoptosis entre otras, en diferentes lineas celulares y
modelos experimentales. Por ello S-Metil- pirrolidiltiocarbamato-S-6xido (MePTC-
SO) puede ser considerado un candidato para evaluar su efecto antiproliferativo
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en células de CaCu, al presentar la estructura base del DSF y sus metabolitos con
el fin de encontrar un compuesto con potencial antiproliferativo, selectivo e
inductor de apoptosis en células cancerigenas.

Dentro de los trabajos de investigacion es importante seleccionar modelos
experimentales que permitan la evaluacion de la actividad toxica de las moléculas
propuestas con fines terapéuticos, con la finalidad de detectar los posibles efectos
indeseables de los compuestos antes de ser empleados como medicamentos,
dependiendo del compuesto, referencias y enfoque de la investigacion. Dentro de
los mas recomendados, se utiliza a los epitelios, fibroblastos y linfocitos.

LINFOCITOS HUMANOS IN VITRO

Los linfocitos T y B son las células encargadas de la defensa especifica del
sistema inmune, derivan de la médula 6sea (linfocitos B) o del timo (linfocitos T),
respectivamente. Los linfocitos B estan especializados en la produccion de
anticuerpos, mientras que los linfocitos T son responsables de las respuestas
inmunes mediadas por células, asi como de funciones de cooperacion para que se
desarrollen todas las formas de respuestas inmunes, incluida la respuesta de
anticuerpos por los linfocitos B.

Los cultivos de linfocitos ofrecen grandes ventajas al ser indicadores
extremadamente sensitivos de cambios mutagénicos, representan una parte del
cuerpo con exposicion continua a los productos metabdlicos vertidos en la sangre
con una vida media de 2-4 aios, lo que permite observar lesiones en su ADN por
exposiciones cronicas a bajas dosis, presentan una actividad de reparacion baja
en comparacion con otras células que ciclan normalmente, la mayoria de los
linfocitos estan en la fase GO del ciclo celular, y en cultivos tratados con un
mitdgeno con o sin activacion metabdlica, permite analizar aberraciones
cromosdmicas numericas (ACN) y estructurales (ACE) y los intercambios de
cromatidas hermanas (ICHs), el indice mitotico (IM), la cinética del ciclo celular
(CCC), el indice de replicacion (IR), tasa de proliferacion linfocitica (TPL), etc. Por
todo lo anterior son un modelo experimental mas utilizado para evaluar la actividad
de farmacos de reciente creacién, asi como el posible impacto biolégico en el
hombre al administrar tales farmacos. (Rodriguez, 1995).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial, el cancer es una de las principales causas de mortalidad,
se le atribuyen 7.9 millones de defunciones ocurridas en 2007 (INEGI, 2009). No
obstante los tratamientos actuales para combatir esta enfermedad, resultan ser
pocos selectivos, téxicos, e ineficientes en estados avanzados, generando la
necesidad de buscar nuevas estrategias basadas en compuestos que presenten
una accion selectiva, con una citotoxicidad minima. Dentro de estas estrategias,
en los ultimos afnos se han explorado compuestos conocidos que presentan un
historial clinico y actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis, para su uso
como agentes terapéuticos o preventivos en el desarrollo del cancer. Entre estos
compuestos figuran los analogos del DSF y sus metabolitos.
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JUSTIFICACION

En México el cancer cervicouterino representa la segunda causa de muerte
por tumores malignos en mujeres (INEGI, 2009); se asocia con la presencia de
VPH en un 99.7% de los casos (Doorbar John, 2006), donde el tipo 16 y 18 se
consideran los de mayor incidencia y por tanto de alto riesgo (Lewis, 2004). Pese
a los resultados obtenidos en la investigacion de la biologia del carcinoma de
cérvix, tratamientos y prevencion, éste ha mantenido su incidencia en la poblacién
mexicana.

Estudios recientes han generado un fuerte interés por compuestos y sus
analogos o derivados a los que se les han descrito alguna actividad biologica,
entre las que destacan, la actividad antitumoral, antioxidante y antibacterial.
Dentro de estos compuestos se encuentran el DSF y sus metabolitos, de los
cuales se tienen pocos estudios relacionados al CaCu, por lo que es necesario
generar informacion de la actividad antitumoral de estos compuestos en células
provenientes de cancer cervicouterino y su posible selectividad respecto a células
no tumorales, para el estudio de su posible aplicacién clinica.
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HIPOTESIS

Es conocido que el DSF y sus metabolitos poseen propiedades
antitumorales, antioxidantes e inductoras de apoptosis en diferentes lineas
celulares, abriendo la posibilidad de que el analogo del metabolito del DSF S-
Metil-pirrolidiltiocarbamato-S-6xido (MePTC-SO) presente actividad
antiproliferativa e inductora de apoptosis, en lineas celulares provenientes de
cancer cervicouterino.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antiproliferativo del S-Metil-pirrolidiltiocarbamato-S-6xido

(MePTC-SO), su efecto en el ciclo celular asi como su capacidad de inducir

apoptosis en las lineas celulares provenientes de cancer cervicouterino CaSki y

Hela.

OBJETIVOS PARTICULARES

Cultivar las lineas celulares CaSki y HelLa y fibroblastos no tumorales.

Determinar la concentracion de MePTC-SO, requerida para disminuir en un
50% (ICsp) la densidad celular en las lineas tumorales CaSki y HelLa.

Determinar la actividad citotdxica del MePTC-SO en cultivos de celulas de
Ca Cu y linfocitos humanos.

Establecer si el MePTC-SO afecta el ciclo celular de las lineas tumorales
CaSki y HelLa, a través de la distribucion de ADN en las fases del ciclo
celular, determinada por citometria de flujo.

Evaluar si el MePTC-SO, induce un incremento en la expresion de
procaspasa 3, y caspasa 3 activa en las lineas tumorales CaSki y HelLa
mediante la técnica de inmunocitoquimica.

Determinar si el compuesto MePTC-SO induce fragmentacion del ADN en
las células tumorales CaSki y HelLa a través de la técnica de TUNEL.

Determinar si las ICsp obtenidas para las células tumorales CaSki y Hela,
afectan el potencial proliferativo de fibroblastos no tumorales de cérvix y
linfocitos humanos.
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METODOLOGIA

Cultivo de células tumorales CaSki y HelLa

Células provenientes de cancer cervicouterino HelLa y CaSki, ambas
lineas provenientes de American Type Culture Collection (ATCC), fueron
sembradas en cajas petri de cristal de 100 mm (Pirex, USA), con 10 ml de medio
1640 del Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640; Gibco, USA) suplementado
con L-glutamina y bencilpenicilina (Grunenthal, MEX), al 10 % de suero neonato
de ternera (NCS; Gibco, USA) previamente desactivado a 56 °C por 30 minutos.
Los cultivos fueron mantenidos en incubadora (Nuaire, USA) a 37 °C, al 5 % de
CO; y una atmosfera a saturacidon humeda. Se permitid la proliferaciéon de los
cultivos hasta alrededor de un 70 % de confluencia para realizar los ensayos
posteriores (Morgan & Darling1995).

Procesamiento y obtencion de células de cérvix humano.

Las células fibroblasticas no tumorales son obtenidas de una muestra de
tejido del cérvix uterino, de pacientes sometidas a histerectomia por causas
diferentes a CaCu. Una vez obtenida la pieza quirurgica es transportada en medio
de cultivo RPMI al 20 % de suero fetal bovino (SFB; Gibco, USA) y procesada en
las siguientes dos a tres horas. El procesamiento consiste en escindir el tejido en
trozos pequefios (5mm), y sometidos a una disgregacion enzimatica con tripsina
al 0.1 %. La cual se lleva a cabo colocando los trozos de tejido en un matraz
Erlenmeyer (Pirex, USA) de 50 ml, con 10 ml de tripsina a 37 °C en un bafio maria
durante 15 minutos en agitacién constante. Una vez concluido el tiempo, la mezcla
se vierte a través de una malla de nylon que permite sélo el paso del material
disgregado, dejando el tejido no disgregado en la malla. El filtrado se centrifuga
(centrifuga; Dinac, USA) por 5 minutos a 1500rpm, se decanta el sobrenadante y
el botén celular es cultivado en cajas petri de 60 mm (Pirex, USA), se mantienen
en una incubadora (Nuaire, USA) al 5 % de CO, y una atmdsfera de humedad a
punto de rocio, durante dos dias maximo, después de este tiempo de incubacion,
se realiza el cambio de medio (totalmente), de tal manera que sean removidas las
células no adheridas, anadiéndose medio fresco suplementado con SFB al 10 % y
se continua asi hasta obtener un 70% de confluencia. En este momento se
obtienen poblaciones (fibroblasticas o epiteliales), las cuales son utilizadas para
llevar a cabo resiembras, que permitan mantener poblaciones de un solo tipo
celular.
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Proliferacion de linfocitos humanos con Carboxifluresceina (CSFE).

En tubos vacutainer con EDTA, fueron obtenidos 20ml de sangre periférica
de un voluntario sano y colocados (5ml) en tubos coénico de vidrio (Pirex, USA),
con 5ml de Histopaque (un total de 4 tubos), se cubrieron con aluminio y
centrifugaron (centrifuga; Dinac, USA), inicialmente a una velocidad de 300rpm vy
fue aumento gradualmente la velocidad (300rpm cada 2 minutos) hasta llegar a
1500 rpm después de lo cual se dejaron centrifugando por 25 minutos mas. Con
ayuda de la pipeta de 1000 ul se retir6 el plasma y colecté el anillo de leucocitos,
posteriormente el paquete celular obtenido de cada tubo fue transferido a tubos
limpios y resuspendiéo con 10ml de PBS (por tubo), se centrifugd a 1500rpm
durante 5 minutos, se retiré el sobrenadante y se re suspendid en 1ml de RPMI-
1640 suplementado con 10% de SFB. (El total de células queda contenido en un
solo tubo con un volumen total de 4ml). Se sembraron las células en una caja petri
de 100mm (Pirex, USA), en un volumen total de 10ml de RPMI-1640
suplementado con 20% de SFB, e incubaron durante 1h. Transcurrido el tiempo,
se cosecharon todas las células que permanecen en suspension, en un tubo de
vidrio de fondo cdénico. Se centrifugd la suspension celular a 1500rpm durante 5
minutos, se retiré el sobrenadante y resuspendié nuevamente el botdn celular en
5ml de RPMI-1640 sin suero. Se tomd una alicuota de 20 ul, y determiné el
numero celular con ayuda de la camara de Neubauer.

Para el ensayo de Carboxifluresceina; se agregoé en cada tubo eppendorf la
concentracion del tratamiento a evaluar cuidando de mantener la concentraciéon
final de 1 000 000 células/ml de medio total (tubos por condicién; activados y
marcados con Carboxifluresceina, vehiculo y tratamiento). Se realizan dos
lavados con PBS libre de suero. Para marcar con Carboxifluresceina (Zigma-
Aldrich, USA) los linfocitos se resuspendieron en 4ml de PBS con 10ul de
Carboxifluresceina (12uM por mililitro de solucién o por millén de células) y se
incubaron 15 minutos protegido de la luz a temperatura ambiente. Posteriormente
se lavaron con PBS 5% SFB, centrifugaron a 1500rpm (dos veces) y se
resuspendieron en 4 ml de RPMI al 20% de SFB. Para activarlos con
fitohemaglutinina, los linfocitos fueron transferidos a tubos eppendorf a una
densidad de 1 000 000 células/ml de RPMI suplementado con 20% de SFB y
25 ul de fitohemaglutinina/ml (Micro Lab S.A., Méx.). Para el tratamiento con
MePTC-SO se trataron las células con la ICsp (decremento en un 50% del numero
celular). Las células contenidas en cada tubo eppendorf fueron siembran en la
placa de cultivo de 96 pozos a una concentracién de 200,000 células/pozo en un
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volumen de 200ul e incubadas hasta su evaluacion. Ver condiciones en el anexo
tabla 2. Para la evaluacion, se retird el sobrenadante y resuspendiéo en 1 ml de
Verseno frio por 5 min, se centrifugd y retir6 el Verseno, posteriormente se
resuspendio con 500 ul de PBS (dos veces), y 500 ul de paraformaldehido al 2%,
para leerse en el citometro de flujo.

Preparacion del MePTC-SO

Se partié de un stock de 2000 microgramos de MePTC-SO disueltos en 50pl
de etanol.

Para los ensayos de curva dosis-respuesta, se realizaron diluciones seriadas
que van de 200 a 0.37 ug/ml para la obtencién de una ICsy. Del stock se tomaron 5
ul y se llevaron a 1 ml con medio RPMI al 5% suero neonato de ternera (NCS;
Gibco, USA) en tubos eppendorf de 1.5 ml para tener una concentracion 200ul /ml
del cual se tomaron 500 pl y llevaron a 1 ml con medio RPMI 5% de NCS para
obtener una concentracién de 100ul/ml y se continué de la misma manera hasta
llegar a una concentracién de 0.37 pg/ml.

Para el resto de los ensayos, la concentracién utilizada fue tomada de manera
directa del Stock.

Determinacion de la proliferacion celular a través de la técnica del colorante cristal
violeta.

7500 células provenientes de cancer cérvico uterino, fueron sembradas en
cajas de plastico de 96 pozos (Corning, USA), con 100ul de medio RPMI al 5% de
NCS, por 24hrs. Posteriormente, se retirdé el medio de cultivo y se adiciond el
compuesto a probar en RPMI fresco (5% de NCS) a partir de una dilucion seriada
(concentraciones que van desde 200 hasta 0.37 pg/ml). El ensayo control
contemplé la cantidad de vehiculo (disolvente) utilizada en la concentraciéon
maxima a probar. El cultivo con el compuesto se mantuvo por 24 hrs. mas, dando
un tiempo total de 48 hrs. La determinacion del numero celular se realizé por la
técnica de incorporacién del colorante cristal violeta (Kueng et al, 1989), para ello,
se retird el medio de cultivo, se dejo secar al aire. Inmediatamente las células
fueron fijadas con glutaraldehido al 1.1% (Sigma-Aldrich, USA), por 15 minutos, al
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cabo del tiempo, se retird el fijador y se dej6 secar al aire, posteriormente se
procedio a tefir a las células con el colorante cristal violeta al 0.1% (Sigma-Aldrich,
USA) por 20 minutos, al cabo de los cuales se retird el exceso de colorante a
través de lavados con agua destilada y nuevamente se dejé secar al aire. Por
ultimo, el colorante fue solubilizado en acido acético (J.T. Baker, MEX) al 10 %,
por 20 minutos en agitacién, para finalmente medir la absorbancia a 590 nm en un
espectrofotometro (Imagen Tecan Spectra).

Para calcular las ICsp, los datos arrojados por el espectrofotdmetro fueron
procesados en el programa Microsoft Office Excel 2007, obteniendo las curvas
dosis respuesta, que muestran el efecto del compuesto sobre la poblacion celular.
Posteriormente se realizaron ensayos a partir de los datos obtenidos, hasta
obtener el intervalo que revelara la IC5y observada.

Ensayo de citotoxicidad basado en la actividad de LDH

7500 células provenientes de cancer cérvico uterino fueron sembradas en
placa de 96 pozos (Corning, USA), con 100ul de medio RPMI al 5% de suero
(NCS; Gibco, USA), por 24hrs. Posteriormente, se retirdé el medio de cultivo y se
adiciono ICsy obtenida en RPMI fresco 5% de NCS, contemplando los siguientes
controles: Control basal (Unicamente medio de cultivo), Control negativo (células
con medio y suero al 5%), Control positivo (Triton X-100 al 1 %,) y vehiculo
(Etanol) cada uno por triplicado. El cultivo se mantuvo por 24 hrs. mas, dando un
tiempo total de 48 hrs. Posteriormente se colectd el medio de cultivo y centrifugd a
1500 rpm (conservando el sobrenadante), se transfirid 100 pl/pozo, del
sobrenadante de cada uno de los controles y del tratamiento a otra placa de 96
pozos, para adicionarle 100 ul de la mezcla de reaccién (Bio Vision, California) a
cada pozo e incubar por 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. Para
finalmente medir la absorbancia a 490 nm usando lector de placas (Imagen Tecan
Spectra). (Roche Applied Science Apoptosis).

Para calcular el porcentaje de citotoxicidad los datos arrojados por el
espectrofotometro fueron procesados en el programa Microsoft Office Excel 2007.
Obteniendo graficos, que muestran el efecto citotoxico del compuesto sobre la
poblacion celular.
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Evaluacion del ciclo celular por citometria de flujo

750,000 células de CaCu fueron sembradas en cajas de plastico de 60 mm
(Pirex, USA), con medio RPMI al 5% de NCS. Se dejaron 24hrs. para permitir su
adherencia, posteriormente, fueron tratadas con la ICsy del MePTC-SO cada una
de las lineas celulares. Para la evaluacion por citometria de flujo, las células
fueron despegadas con Verseno, se centrifugaron y lavaron con buffer salino de
fosfatos, pH =7.3 (PBS). El botdn celular fue fijado y resuspendido con 1ml de una
solucion 1:1 metanol/PBS, pasados 20 minutos se centrifugaron y se lavaron con
PBS. El botén fue resuspendido con 500 ul de ARNasa (2.5 U/ml) y se incubaron
a 37°C por 30 minutos. Posteriormente se adiciond 10 ul de una solucion de
yoduro de propidio (200 mg/l), se mezclo y se protegio de la luz. Para finalizar se
analizaron las muestras en un citometro de flujo (Coulter, USA).

Evaluacion de la Procaspasa—3.

2 500 células fueron sembradas en portaobjetos de tefléon, en un volumen de
20 pl de RPMI al 5 % de NCS en camara humeda por 24hrs. Al término del tiempo,
se procedio a tratar cada pozo con las ICsg obtenidas para cada linea celular. A
continuacion, se realizdé la deteccidén de la procaspasa 3 por inmunocitoquimica,
esto es, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2% de PBS de 15 a 30
minutos, a temperatura ambiente al término de el tiempo se lavaron 3 veces con
PBS, a continuacién se permearon con Tritdn X-100 0.5% durante 5 minutos a
4°C.) Nuevamente se lavaron 3 veces con PBS, después se adicion6é 5ul de
Anticuerpo primario policlonal de conejo anti procaspasa 3, 1:100 en PBS (CPP32
Ab4; Lab Vision, USA) durante un periodo de 24 hrs. en camara humeda, al
término del tiempo, se lavaron con PBS y cubrieron con anticuerpo secundario
con fluorocromo anticuerpo de cabra anti conejo con FIT-C (Invitrogen, USA),
1:200 en PBS en camara humeda en oscuridad durante 1'% horas. Posteriormente
se lavaron 3 veces con PBS, después se aplic6 DAPI (Sigma-Aldrich, USA),
durante 1 min. Nuevamente se lavaron las muestras con PBS. Finalmente fueron
montadas las muestras con medio de montaje (Vector Laboratories, USA) vy
sellaron con esmalte de uias. Una vez realizadas las preparaciones, se procedio a
tomar fotografias en un microscopio de alta definicion (Nakon, JAP), para su
posterior analisis.
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Evaluacion de la caspasa—3 activa.

Se sembraron 300 000 células en cubreobjetos de 1 x 1 cm, con un
volumen de 2.5 ml de RPMI al 5 % de NCS y se incubaron por 24 horas. Al
término del tiempo, se procedio a tratar con las ICsy obtenidas para cada linea
celular. A continuacién, se realizé6 la deteccion de la caspasa-3 por
inmunocitoquimica, esto es, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2 %
de PBS durante 20 minutos, al término de el tiempo las células fueron lavadas
cuidadosamente 3 veces con PBS y a continuacion se permearon con Triton (X-
100 0.5 %) durante 5 minutos a 4 °C. Nuevamente las muestras fueron lavadas 3
veces con PBS y sucesivamente se adiciond el Anticuerpo primario policlonal de
conejo anticaspasa 3, 1:100 en PBS (CPP32 Ab4; Lab Vision, USA) durante un
periodo de 24 horas en camara humeda, al término del tiempo, las muestras
fueron lavadas con PBS y se aplicd el anticuerpo secundario con fluorocromo
anticuerpo de cabra anticonejo con FIT-C (Invitrogen, USA), 1:200 en PBS en
camara humeda en oscuridad durante 1%z horas. Posteriormente se lavaron las
muestras 3 veces con PBS, después se aplicé el un fluorocromo afin al ADN DAPI
(Sigma-Aldrich, USA), durante 1 minuto. Nuevamente se lavaron las muestras con
PBS. Finalmente se montaron las muestras con medio de montaje (Vector
Laboratories, USA) y se sellaron con esmalte para ufias. Una vez realizadas las
preparaciones, se procedié tomar fotografias en un microscopio de alta definicion
(Nakon, JAP), para su posterior analisis.

Deteccion especifica de fragmentos del ADN a través de la técnica de TUNEL.

Fueron sembradas 300 000 células en cubreobjetos de 1 x 1 cm, con un
volumen de 2.5 ml de RPMI al 5 % de NCS y se incubaron por 24 horas, bajo las
mismas condiciones que se realizé para la determinacion de la caspasa-3 activa.
Al término, las células fueron fijadas con paraformaldehido (al 2% en PBS).
Posteriormente las células fueron lavadas con PBS y permearon con Triton X-100
al 0.5% en PBS, durante 5 minutos a 4° C. Posteriormente fueron lavadas con
PBS, y se adiciond el buffer de equilibrio en camara humeda por 15 minutos a
temperatura ambiente. Se escurrieron las preparaciones en un papel absorbente
sin dejarlas secar. Enseguida fueron incubadas por 1hora con enzima Tdt (1:3
enzima/buffer de reaccion), en camara humeda. Al término del tiempo se detuvo
la reaccion con buffer de paro (Chemicon international, USA), (1ml de buffer de
paro en 34 ml de agua Milli Q), por 10 minutos en agitacion suave y en camara
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hameda. Nuevamente se lavaron con PBS e incubaron con anti-digoxigenina-
rodamina (Chemicon international, USA) (68 ul de solucion de bloqueo mas 62 i
de anti-digoxigenina) durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se
lavaron otra vez con PBS en camara humeda y se adiciond el fluorocromo DAPI
(Sigma-Aldrich, USA) por 1 min. A continuacion, fueron lavadas las muestra con
PBS en camara humeda y montadas con medio de montaje (Vector Laboratories,
USA), se sellaron con esmalte de ufas, etiquetaron y guardadas en obscuridad a -
20°C hasta su observacion en un microscopio de epifluorescencia. Una vez
realizadas las preparaciones, se procedid a tomar fotografias en un microscopio
de alta definicion (Nakon, JAP), para su posterior analisis.

Analisis estadistico

A los resultados obtenidos se les realizé un analisis de varianza (ANDEVA)
para comparacion entre medias, utilizando el programa SPSS 10.0 para Windows.
Seguida de una prueba de Tukey para determinar la diferencia entre pares de
medias con un nivel de significancia de 0.05.
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RESULTADOS

Determinacion de la ICsp en células CaSki y Hela.

Actualmente, la busqueda de compuestos antitumorales ha despertado
un fuerte interés, sobre todo en aquellos que son de origen biolégico y
aquellos que son usados dentro de la medicina como tratamientos para otras
enfermedades. En el caso particular del DSF y sus metabolitos, se ha
reportado que han mostrado accion antiproliferativa e inductora de apoptosis
sobre células cancerosas de mama, pulmén y de préstata, entre otras. Sin
embargo, su empleo o aplicacion se encuentra limitada debido a sus
caracteristicas toxicas, generando la necesidad de desarrollar analogos que
mantengan su accion bioldgica sin presentar dichas propiedades negativas. Al
respecto, el laboratorio de Sintesis de Farmacos, a cargo del Dr. José Ignacio
Regla (Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM) recientemente ha
sintetizado analogos sintéticos de los metabolitos del DSF, particularmente se
generd el S-Metil-pirrolidiltiocarbamato-S-6xido (MePTC-SO), analogo del
metabolito S-metil-N,N-dietilltiocarbamato sulféxido (MeDTC-SO), modificando
el anillo amino con la finalidad de generar mayor estabilidad en la molécula.
Con la finalidad de evaluar el efecto antiproliferativo del MePTC-SO asi como el
determinar la concentracion requerida del compuesto que induzca un
decremento del 50 % en el numero celular (ICsp), cultivos de células tumorales
provenientes de cancer cervicouterino (HeLa y CaSki) fueron tratadas con
diferentes concentraciones de MePTC-SO (Fig. 6).
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Figura 6. Curva dosis-respuesta. Efecto del MePTC-SO sobre el potencial proliferativo de las
lineas celulares provenientes de cancer cérvico-uterino CaSki y Hela. Las células fueron
cultivadas en placas de 96 pozos (7500 células/pozo) por 24 hrs para su adherencia y tratadas
con las diferentes concentraciones de MePTC-SO durante 24 hrs. El numero celular fue
evaluado con la técnica de cristal violeta. Los gréaficos representan por lo menos dos ensayos
independientes, donde cada condiciéon fue evaluada por sextuplicado. *p<0.05 Vs Et-OH
(ANDEVA).
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Los resultados obtenidos en la figura 6, indican que el efecto del
MePTC-SO sobre el potencial proliferativo de las células tumorales CaSki y
HelLa es dependiente de la dosis, es decir, conforme se incrementa la
concentracion, la densidad celular disminuye. También se puede observar que
la concentracion a la cual se induce un decremento aproximado del 50 % en la
densidad celular para ambas lineas celulares es de 25 ug/ml. Con el fin de
corroborar la IC50 obtenida, cultivos de ambas lineas tumorales fueron tratadas
con 25 ug/ml de MePTC-SO y el numero celular fue determinado por la técnica
de cristal violeta (Fig. 7).
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Figura 7. Confirmacion de la ICsy para la linea celular CaSki y HelLa. Las células fueron
cultivadas en placas de 96 pozos (7500 células/pozo) por 24 horas para su adherencia y
tratadas con 25 ug/ml de MePTC-SO durante 24 hrs. El numero celular fue evaluado con la
técnica de cristal violeta. *p<0.05 Vs Et-OH (ANDEVA).

Los resultados observados en la figura 7, confirman que para ambas
lineas tumorales, la ICsy corresponde a 25 ug/ml por lo que esta concentraciéon
fue utilizada para los ensayos siguientes en ambas lineas celulares.

Efecto del MEPTC-SO sobre la morfologia celular.

Para evaluar el efecto del MePTC-SO sobre la morfologia celular,
cultivos de células CaSki y HelLa fueron tratadas con el MePTC-SO (ICs) y al
término del estimulo, los cultivos fueron observados al microscopio invertido y
fotografiados con una camara digital SONY (Fig. 8).
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Figura 8. Efecto del MePTC-SO en la morfologia celular de células CaSki y HeLa. Las células
fueron cultivadas y tratadas con 25 ug/ml de MePTC-SO por 24 hrs y fotografiadas en un
microscopio invertido con un aumento de 10X. La primer columna muestra a la linea celular
CaSki y la segunda la linea celular HeLa (a y d son Controles; b y e son el vehiculo ET-OH; cy
f células tratadas con MePTC-SO). El cambio en la morfologia es marcado con una flecha, en
las fotografias c y f.

En las fotografias (Fig. 8 ¢ y f), se puede observar que para ambas
lineas celulares, el MePTC-SO induce un cambio en la morfologia poliédrica de
las células a una morfologia redondeada, caracteristicas de células que pierden
gradualmente la adhesién al plato de cultivo; ademas una posible
condensacion de la cromatina nuclear.

Efecto citotéxico del MePTC-SO.

Con la intencién de determinar si el MePTC-SO presenta una actividad
citotdxica sobre las células tumorales, cultivos de células HelLa fueron tratadas
con 25 pug/ml de compuesto y la actividad citotoxica fue determinada mediante
la liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo
(Fig. 9).
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a) Citotoxicidad en CaSki b) Citotoxicidad en Hela
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Figura 9. Determinacion de la actividad citotdxica del MePTC-SO en cultivos de células Hela.
7500 células HeLa fueron sembradas en placas de cultivo de 96 pozos. La actividad citotéxica
fue determinada por LDH y expresada en porcentaje. a) muestra a la linea celular CaSki y b) la
linea celular HeLa; Negativo: células sin traramiento; Triton: células tratadas con 1% de triton x-
100; ET-OH: células tratadas con 1 % de etanol puro; MePTC-SO: células tratadas con
25ug/ml de MePTC-SO.

Como se muestra en la figura 9, el MePTC-SO no presenta un efecto
citotdéxico en las células HelLa ni CaSki, indicando que este compuesto no es
citotdéxico ni induce a las células tumorales a una muerte por necrosis en las
condiciones antes citadas, sugiriendo que el decremento en el numero celular
observado en los cultivos de ambas lineas tumorales es debido a un efecto del
MePTC-SO sobre alguna fase del ciclo celular o a una muerte por apoptosis.

Antes de evaluar el efecto del MePTC-SO en el ciclo celular o como
inductor de muerte celular por apoptosis, es necesario estimar la toxicidad de
este compuesto en célula no tumorales y muy en particular en células
linfociticas, ya que éstas son utilizadas como indicadores extremadamente
sensitivos de cambios mutagénicos, ademas de representar una parte
importante del cuerpo en exposicidn continua a los productos metabdlicos
vertidos en la sangre, entre otras caracteristicas (Figura 9a).
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Figura 9 a. Determinacién de la actividad citotoxica del MePTC-SO en cultivos de células
Linfociticas. 200000 células linfociticas furon sembradas en placas de cultivo de 96 pozos y la
actividad de la enzima LDH fue evaluada a las 72 hrs. Negativo: células sin traramiento; Triton:
células tratadas con 1% de tritén x-100; ET-OH: células tratadas con 1 % de etanol puro;
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MePTC-SO: células tratadas con

determinada por la actividad de la enzima LDH y expresada en porcentaje.

Efecto del MePTC-SO en el ciclo celular.

25ng/ml de MePTC-SO. La actividad citotéxica fue

Con la intencién de precisar, si el decremento en el numero celular
observado, en los cultivos de células CaSki y HelLa tratadas con MePTC-SO es
debido a la detencién en alguna fase del ciclo celular, cultivos de células CaSki
y HelLa fueron tratadas con MePTC-SO y posteriormente la distribucion del
ADN en las diferentes fases del ciclo celular, fue determinada por citometria de
flujo (Tabla 1, Fig. 10).

CaSki/MePTC-SO
FASE Control DESVEST | ET-OH DESVEST | MePTC-SO | DESVEST
Sub G1 4.035 1.87 3.455 1.24 5.805 3.49
G1 56.275 5.16 | 56.505 5.24 47.02 1.13
S 20.715 0.16 16.395 0.29 24.525 1.18
G2/M 11.595 0.55 15.54 1.36 17.21 2.21
Hela/MEPTC-SO
FASE control DESVEST | ET-OH DESVEST | MePTC-SO | DESVEST
Sub G1 13.93 2.93 6.965 1.55 12.105 7.84
G1 57.12 5.34 | 54.285 2.54 48.37 1.86
S 18.13 1.65 18.73 1.61 23.12 1.12
G2/M 10.715 0.56 | 12.655 1.57 11.545 1.77

Tabla 1. Distribucion del ADN en las diferentes fases del ciclo celular, en cultivos de células
CaSki y Hela tratadas con y sin MePTC-SO. La tabla muestra el promedio de cuatro eventos
independientes para cada linea celular expresados en porcentaje.
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Figura 10. Efecto de MePTC-SO sobre la progresion del ciclo celular, de las lineas celulares
CaSki y HeLa. 750,000 células fueron sembradas en cajas de plastico de 60 mm con medio
RPMI al 5% de NCS, y tratadas con la ICs, obtenida durante 24 hrs. La distribuciéon del ADN
en las fases del ciclo celular fue evaluada por citometria de flujo. La grafica representa el
promedio de cuatro eventos independientes. (*. p<0.05 vs A. E., ANDEVA seguida de una
prueba de Tukey).

Como se muestra en la tabla 1 y figura 10, se observa en ambas lineas
tumorales un decremento en el porcentaje de células que estan en la fase G1
asi como un incremento en las células que estan en la fase S cuando son
tratadas con MePTC-SO, sin embargo, en la fase G2/M no se presenta una
diferencia significativa con respecto a los controles, indicando que las células
son inducidas a salir de la fase G1, y ser detenidas en la fase S. Generalmente
las células detienen su ciclo celular cuando existe un dafio en su ADN o dafo
en la estructura celular, tomandose el tiempo necesario para reparar el dafio o
para activar la muerte celular programada (apoptosis), que elimina a la célula
sin generar un estado de inflamacion o de respuesta inmune.

Efecto apoptético del MePTC-SO

Una vez determinado que el efecto antiproliferativo del MePTC-SO en
las células HelLa y CaSki es dependiente del ciclo, es pertinente determinar si
el decremento en el numero celular es debido a la induccién de una muerte
apoptatica.

Un evento biolégico que se da como parte de la muerte por apoptosis es
la condensacién de la cromatina, por lo que cultivos de células HeLa y CaSki
fueron tratados con MePTC-SO (25 ug/ml) y los nucleos fueron marcados con el
fluorocromo Dapi, para ser observados en un microscopio de epifluorescencia
(Fig. 11).
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Figura 11. Induccién de la condensacién de la cromatina por el MePTC-SO en cultivos de
células tumorales CaSki y HelLa. Fueron sembradas 300,000 células CaSki y HelLa en
cubreobjetos de 1 x 1 cm?, con un volumen de 2.5 ml de RPMI al 5% de NCS y se trataron con
la IC 50 (25 pg/ml) de MePTC-SO, por 25 hrs. Las fotografias muestran los nucleos en color
azul (marcados con Dapi). La primer columna muestra a la linea celular CaSki y la segunda la
linea celular HeLa a y d) Controles; b y €) ET-OH; c y f) MePTC-SO.

Las fotografias de los cultivos marcados con Dapi muestran un cambio
en la forma y tamafo de los nucleos de las células tratadas con el compuesto
MePTC-SO (25 ug/ml), observandose nucleos redondos y compactos (Fig. 11,
c y f), que implican una condensacion de la cromatina nuclear, indicando una
probable induccion de muerte por apoptosis en las células de la linea CaSki y
HelLa. No obstante estos resultados, la condensacién de la cromatina no es
por si solo un indicador concluyente de la apoptosis, ya que en el proceso de
muerte por necrosis, también existe una condensacion de la cromatina, por lo
que fue necesario realizar otras pruebas que permitieran continuar la
caracterizacion del proceso apoptaético.

Para ello, cultivos de células CaSki y HeLa fueron tratados con MePTC-
SO (25 pg/ml) y la expresion de procaspasa-3 (Fig.12 y 13) fue evaluada, ya
que se conoce que esta procaspasa se incrementa cuando se activa el proceso
de muerte por apoptosis.
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Figura 12. Determinacion de la expresion de la procaspasa-3. 2,500 células CaSki y HelLa
fueron sembradas en portaobjetos en pozos con 20 yl de RPMI al 10% de suero fetal bovino y
se trataron con la ICsq (25 pg/ml) de MePTC-SO por 25 hrs. Posteriormente las células fueron
evaluadas por inmunocitoquimica. Las fotografias muestran la  expresion de procaspasa-3
acoplada al fluorocromo FIT-C. La primer columna muestra a la linea celular CaSki y la
segunda la linea celular HeLa a y d) Controles; b y e) ET-OH; c y f) MePTC-SO.
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Figura 13. Las graficas muestran el analisis de la expresién de luminiscencia de las fotografias
tomadas apartir del ensayo de procaspasa 3. EI aumento en la luminiscencia reflejara un
incremento en la expresidon de procaspasa-3. (*. p<0.05 vs ETANOL., ANDEVA seguida de una
prueba de Tukey).

Como se muestra en la figura 12 y 13, la expresion de la procaspasa 3
se incrementd, indicando que el proceso apoptético se ha activado. Sin
embargo, se sabe que cuando el proceso apoptotico se activa, la procaspasa 3
es convertida a caspasa 3 activa, por lo que fue necesario determinar, si el
MePTC-SO induce en cultivos de células tumorales CaSki y HelLa la expresion
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de la caspasa 3 activa. Al respecto, cultivos de células CaSki y HelLa fueron
tratados con (25 pg/ml) de MePTC-SO vy la expresién de la caspasa 3 activa fue
determinada (Fig. 14 y 15).

Figura 14. Determinacion de la expresion de la caspasa-3 activa. Fueron sembradas 300,000
células CaSki y HelLa en cubreobjetos de 1 x 1 cm, con un volumen de 2.5 ml de RPMI al 5%
de NCS vy se trataron con la IC 59 (25 pg/ml) de MePTC-SO, por 25 hrs. Posteriormente las
células fueron evaluadas por inmunocitoquimica. Las fotografias muestran la  expresion de
caspasa-3 activa acoplada al fluorocromo FIT-C. La primer columna muestra a la linea celular
CaSki y la segunda la linea celular HeLa a y d) Controles; b y €) ET-OH; c y f) MePTC-SO.
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Figura 15. Las graficas muestran el analisis de la expresion de luminiscencia de las fotografias
tomadas apartir del ensayo de caspasa 3 activa. EI aumento en la luminiscencia reflejara un
incremento en la expresion de caspasa-3 activa. (*. p<0.05 vs ETANOL., ANDEVA seguida de
una prueba de Tukey).
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Los resultados indican un incremento en la expresion de la caspasa 3 en las
células CaSki y HelLa tratadas con el compuesto MePTC-SO, sugiriendo que
dichas células son inducidas a morir por apoptosis con la participacion de la
caspasa 3.

Con el fin de concluir, se evaluo la induccion de la fragmentacion del ADN
inducida por el MePTC-SO en las células tumorales HeLa y CaSki como un
evento final y determinante de la apoptosis (Fig. 16 y 17).

Figura 16. Fragmentacion del ADN inducida por el MePTC-SO. Fueron sembradas 300,000
células CaSki y HelLa en cubreobjetos de 1 x 1 cm, con un volumen de 2.5 ml de RPMI al 5%
de NCS y se trataron con la ICsq (25 pg/ml) de MePTC-SO, por 25 hrs. Posteriormente las
células fueron evaluadas mediante la técnica de TUNEL. La primer columna muestra a la linea
celular CaSki y la segunda la linea celular HeLa a y d) Controles; b y e) ET-OH; c y f) MePTC-
SO. Las flechas indican ADN fragmentado marcado con rodamina.
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Figura 17. Las graficas muestran el analisis de la expresion de luminiscencia de las
fotografias tomadas apartir del ensayo de Tunel. EI aumento en la luminiscencia reflejara un
incremento en la expresion de fragmentos de ADN. (*. p<0.05 vs ETANOL., ANDEVA seguida
de una prueba de Tukey).
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Como se aprecia en la figura 16 y 17, los cultivos tratados con los
compuestos MePTC-SO, presentan fragmentacion de ADN (Fig. 16 c y f),
confirmando que el MePTC-SO induce a las células tumorales a una muerte
por apoptosis. Estos resultados, generan la inquietud de saber si el MePTC-SO
en la concentracion de 25 ug/ml afectan el potencial proliferativo de células no
tumorales.

Efecto del MePTC-SO en células no tumorales.
Células fibroblasticas no tumorales provenientes del cérvix humano.

Con el propdsito de establecer si el MePTC-SO afecta el potencial
proliferativo de células no tumorales, cultivos de células fibroblasticas del cérvix
humano no tumorales, fueron tratadas con 25 ug/ml de MePTC-SO y el numero
celular fue determinado por cristal violeta asi como el efecto en la morfologia
celular (Fig. 18 y 19).

Figura 18. Efecto del MePTC-SO sobre el potencial proliferativo de células fibroblasticas no
tumorales, provenientes de cérvix humano. 7500 células fibroblasticas fueron sembradas en
una placa de cultivo de 96 pozos en RPMI al 10% de NCS y fueron tratadas con MePTC-SO
por 24 hrs. La densidad celular fue evaluada a través de la técnica de cristal violeta. Control,
Etanol y 25 pg/ml concentracion de MePTC-SO. Los resultados de tres eventos
independientes. (*. p<0.05 vs ETANOL., ANDEVA seguida de una prueba de Tukey).

Los resultados mostrados en la figura 18, establecen que fibroblastos tratados
con la misma concentracion con la que se traté a las células tumorales (25
pMg/ml de MePTC-SO) no afecto el potencial proliferativo, sin embargo, afectd
su morfologia, observandose células con citoplasma retraido, acortadas y
algunas con emision de prolongaciones citoplasmicas (Fig. 19).
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Figura 19. Efecto del MePTC-SO sobre la morfologia de células fibroblasticas no tumorales,
provenientes del cérvix humano. Control, Etanol y 25 ug/ml de MePTC-SO respectivamente.

Células linfociticas no tumorales provenientes de sangre periférica de
donadores sanos.

Es conocido que en el tratamiento contra el cancer, las células del
sistema inmunoldgico son severamente afectadas, de tal forma que algunos
pacientes requieren de trasplante de médula ésea. Con la intencion de
determinar si el MePTC-SO afecta a las células del sistema inmunoldgico,
células linfociticas provenientes de la sangre periférica de donadores sanos
fueron tratadas con 25 ug/ml de MePTC-SO y su potencial proliferativo fue
evaluado mediante el marcaje con carboxifluoresceina, por citometria de flujo
(Fig. 20).
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Figura 16. Efecto del MePTC-SO en la proliferacion de linfocitos humanos. Cultivos de Linfocitos
fueron marcados con carboxifluoresceina y el potencial proliferativo fue evaluado con y sin el
MePTC-SO. La proliferacién fue medida mediante la técnica de marcaje con carboxifluoresceina y
evaluada por citometria de flujo. M1: Regién de células en proliferacién. M2: Regién de células no
proliferantes. a) Linfocitos Sin activar; b) Linfocitos Activados; ¢) Etanol 5ul y d) MePTC-SO
25ug/ml, respectivamente.

Los resultados obtenidos en la figura 20, muestran que el MePTC-SO (ICsg
25ug/ml) afecta el potencial proliferativo de las células linfociticas, induciendo un
decremento en el numero de células en proliferacion de un 37. 85 %.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La busqueda de compuestos de origen vegetal o animal con propiedades
antitumorales a generado un fuerte interés en los ultimos afos, sobre todo, en
aquellos que son derivados de farmacos conocidos y usados clinicamente con
otros fines, a los cuales se le ha realizado modificaciones estructurales, dando
origen a derivados o analogos de éstos. Investigaciones recientes acerca de los
Ditiocarbamatos como el DSF y sus metabolitos, a los cuales se les ha
encontrado diversas actividades biologicas, entre las que destacan la de al inhibir
al proteosoma en células tumorales (Yu et al, 2007), inhibir el crecimiento tumoral
(Chen et al, 2006), inhibir factores de transcripcion como el NFxB (Liu et al, 1998),
y lo mas relevante, inducir una muerte por apoptosis en diferentes lineas celulares
(Wickstrom et al, 2007). Ademas, se ha descrito que el DSF asi como el
Dietilditiocarbamato son capaces de formar complejos con el Cu?,
incrementando su actividad inhibidora del proteosoma asi como de su actividad
inductora de apoptosis (Chen et al, 2006). Sin embargo, Zuben y colaboradores,
reportan que la actividad inductora de apoptosis es realizada no por el DSF
directamente, ya que éste es convertido rapidamente a Dietilditiocarbamato y éste
a su vez a otros metabolitos que segun este grupo son los responsables de dicha
actividad (Zuben et al, 2005), sugiriendo que los metabolitos del DSF pueden tener
un papel mas significativo en estos procesos que el DSF solo. Por lo que existe un
interés en la sintesis de analogos del DSF asi como de sus metabolitos, para su
evaluacion como agentes antiproliferativos e inductores de apoptosis.

En el caso particular del S-Metil-pirrolidiltiocarbamato-S-6xido (MePTC-SO),
los datos obtenidos revelan que este compuesto presenta una actividad
antiproliferativa sobre las células de cancer cérvico-uterino CaSki y HelLa, a una
concentracion 1Csp de 155.2 uM (25 ng/ml). Esta concentracién comparada con las
reportadas para otros metabolitos, resulta ser muy alta. Sin embargo, en el caso
del DSF, se le ha descrito con actividad inductora de caspasa 3 y 7 en células
HeLa a una concentracion de 0.4 pM y una actividad citotoxica a una
concentracion de 40 uM (Wickstrom et al, 2007). También se ha descrito que el
Pyrrolidin Ditiocarbamato en células HL-60 presenta una actividad antiproliferativa
del 40 % a una concentraciéon de 10 uM (Della et al, 2000). Estos resultados
muestran que el MePTC-SO conserva la actividad antiproliferativa descrita en el
DSF y en el metabolito Pyrrolidin Ditiocarbamato. Cabe resaltar que el MePTC-SO
no presenté actividad citotéxica ni en las células tumorales ni en los linfocitos
humanos, implicando que el decremento observado en el numero celular
(actividad antiproliferativa) no es causado por un proceso necrético. La relevancia
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de este resultado es que en la mayoria de los metabolitos analizados no se ha
evaluado su actividad citotoxica, solo existen reportes de una induccion
predominante de necrosis, en timocitos de rata tratados con DSF a una
concentracion de 5uM, evaluadas por exclusién de azul tripano (Burkitt et al,
1998), sugiriendo que el MePTC-SO podria ser un metabolito cuya modificacion
estructural genero la pérdida de la actividad citotoxica a la concentracién de 155.2
uM en las células tumorales HelLa y CaSki asi como en linfocitos humanos.

Con respecto al efecto en el ciclo celular, los resultados indican que el
MePTC-SO induce a las células tumorales a salir de la fase G1 para detenerlas en
la fase S del ciclo celular. Es conocido que las células al presentar un dafio en el
ADN o en su estructura son capaces de detener el ciclo, con la intencion de
reparar el dano. Sin embargo, cuando no es imposible de repararlo, la célula
activa un mecanismo de muerte programada (apoptosis), que lleva a la célula a
morir sin alterar al sistema y a ser restituida por una célula nueva. Se ha descrito
que el DSF, el Dietilditiocarbamato y el metabolito Prolintiuramdisulfido, detienen
a la linea celular Hep G2 (Hepatoma Humano) en la fase G1/S a una
concentracion de 400 uM y 800 uM respectivamente, en un tiempo de 24 y 48h,
coincidiendo con el efecto en el ciclo celular del MePTC-SO (Liu et al, 1998).

La sobre expresion de procaspasa-3 y caspasa-3 activa en las lineas
celulares CaSki y HelLa inducida por el MePTC-SO, ademas de la deteccion de
fragmentos de ADN (extremos libres 3’-OH) por TUNEL, son en conjunto de
pruebas que sugieren que el MePTC-SO induce muerte por apoptosis en las
lineas tumorales HelLa y CaSki, coincidiendo con lo reportado para el DSF y el
Pyrrolidin Ditiocarbamato que inducen la expresiéon de caspasa 3 activa y la
fragmentacion del ADN (Wickstrom et al, 2007), implicando que la modificacion
estructural del MePTC-SO, conserva la actividad inductora de apoptosis.

La actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis del MePTC-SO en las
células tumorales no serviria de nada si afecta a las células no tumorales, es decir
si no tuviera una accion selectiva como es el caso del DSF, el cual presenta una
accion antiproliferativa e inductora de apoptosis selectiva en células MDA-MB-231
(tumor de mama) induciendo a éstas a morir, mientras que en las células
inmortalizadas  MCF-10A en las mismas condiciones no afecta su potencial
proliferativo ni las induce a una muerte por apoptosis (Chen et al, 2006). Sin
embargo, los resultados no son concluyentes, ya que las células inmortalizadas
presentan alteraciones similares a la de las células tumorales. En el caso del
MePTC-SO, no afecta el potencial proliferativo de células fibroblasticas
provenientes del cérvix, mientras que afecta fuertemente el potencial proliferativo
de células linfociticas humanas, implicando una accion selectiva en fibroblastos de
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cérvix no tumorales, mientras que en las células linfociticas inhibe su proliferacion
sin inducir su muerte, generando en este compuesto una posible actividad
inmunosupresora. El hecho de que el MePTC-SO no sea citotoxico para las
células linfociticas, sugiere que este compuesto no induce en los linfocitos una
muerte necrética. Sin embargo, su accién antiproliferativa, inductora de apoptosis
y selectiva hacen de este compuesto un fuerte candidato para ser evaluado en un
sistema in vivo, con la intencién de que en el futuro sea aplicado como un agente
terapéutico.

También se busca que los compuestos sean selectivos por la células
tumorales ante esto, se tienen reportes de trabajos con células MDA-MB-231 y
MCF-10A “NORMALES” (células inmortalizadas) donde no existe diferencia en
cuanto a proliferacion y morfologia, al tratarlas con la misma concentracion
(20uM), de DSF sin embargo en células Hep G2 (Hepatoma Humano) con el
mismo compuesto, el efecto es notable a una concentracion de 300 uM. De
manera relevante, el MePTC-SO afecta la morfologia de las células fibroblasticas
no tumorales sin afectar su potencial proliferativo. Estos resultados son por tanto
interesantes, dado que las lineas celulares CaSki y HeLa son lineas tumorales del
cérvix infectadas con el papiloma virus humano tipo 16 y 18 respectivamente, los
cuales estan considerados como de alta incidencia con un 70 % aproximadamente
(Mufos & Bosch, 1997), mientras que las células MDA-MB-231 son células de
cancer de seno humano, ambas lineas carcinomas, y aunque es necesario probar
este compuesto en mas lineas tumorales de cérvix, con presencia y ausencia de
HPV vy de otros tipos de cancer el resultado es alentador, ya que a la
concentracion (ICsg) del compuesto utilizada especificamente para estas lineas
tumorales, no afecté el potencial proliferativo de las células no tumorales,
generando la posibilidad de que su o sus efectos secundarios si es que los
presenta, serian menores a los del DSF y otros metabolitos. Finalmente también
son alentadores los resultados obtenidos con linfocitos, a pesar de establecer una
disminucién de la proliferacién, existe un porcentaje que sigue proliferando y
comparado con tratamientos donde el sistema inmune se ve abatido totalmente es
un dato relevante.

Con respecto a su mecanismo de accion, seria conveniente establecer si el
efecto antiproliferativo del MePTC-SO esta asociado a genes, como c-myc, a
proteinas reguladoras del ciclo celular como Rb o p53 entre otras, con la intencion
de encontrar su mecanismo de accion, que podria servir como un modelo que
permita establecer puntos especificos de regulacién en la division celular o en el
ciclo celular, que podrian darle a este tipo de compuestos una aplicacion
terapéutica para enfermedades relacionadas a la division celular. Es importante
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destacar que al ser la apoptosis una muerte celular silenciosa, es decir, que no
provoca dafo alguno dentro del organismo, abre la posibilidad de poder utilizar al
MePTC-SO en el tratamiento de enfermedades como el cancer, especificamente
del cancer cervicouterino, ya que actua selectivamente.

Por otro lado ensayos con DSF vy sus metabolitos, en la misma linea, en
fibroblastos y linfocitos permitiria comparar su efecto con el analogo S-Metil-
pirrolidiltiocarbamato-S-6xido (MePTC-SO) y asi aprobar o descartar la hipotesis
generada, no obstante faltan estos resultados asi como varios estudios in vivo
que puedan apoyar el uso o administracion sobre humanos.
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CONCLUSIONES

*+ MePTC-SO presenta una IC50 de 25 pg/ml en las lineas de CaCu CaSki y
HelLa.

* El compuesto MePTC-SO no presenta un efecto citotoxico en células
tumorales.

* Los resultados sugieren que el MePTC-SO afecta el ciclo celular de las
células CaSki y HelLa en la fase G1, observandose un decremento en
ambas lineas y un incremento en la fase S, indicando que las células son
inducidas a salir de la fase G1y detenerse en la fase S.

* Elincremento en la expresion de pro-caspasa 3 asi como de la caspasa 3
activa, indica la activacion de muerte por apoptosis mediada por esta via.

* ElI MePTC-SO induce la fragmentacion del ADN mostrando la culminacién
del proceso apoptético.

+ EI MePTC-SO a una concentracion de 25 ug/ml no afecta la proliferacion de
fibroblastos de cérvix humano no tumorales.

* ElI MePTC-SO a una concentracion de 25 ug/ml reduce la proliferacion de
linfocitos en un 26.5% respecto al etanol, sin inducir su muerte por
citotoxicidad.
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ABREVIATURAS USADAS

ADN
Apaf-1
Bax
Bcl-2
Bim
Bin
CaCu
Cdk
CIP
DAPI
FADD
FasL
Fit-C
FLIP
IAPs
ICso
KIP
PBS
Puma
RPMI

SFB

Acido desoxirribonucleico

(del inglés) Apoptosis protease-activating factor-1
(del inglés) Bcl-2—associated X protein

(del inglés) B cell leukemia 2

(del inglés) BCL-2-interacting mediator of cell death
(del inglés) BCL-2 interacting domain

Cancer cérvico-uterino

(del inglés) Cyclin-dependent kinases

(del inglés) Cdk-interacting protein

(del inglés) 4',6-diamidino-2-phenylindole

(del inglés) Fas-associated protein with death domain
(del inglés) Fas ligand

(del inglés) Fluorescein isothiocyanate

(del inglés) FLICE-like inhibitor protein

(del inglés) Inhibitors of apoptosis

(del inglés) Inhibitor concentration (50%)

(del inglés) Kinase inhibitor protein

(del inglés) Phopate buphered saline

(del inglés) p53 up-regulated modulator of apoptosis
(del inglés) Roswell park memorial institute

Suero fetal bobino
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Tdt Deoxinucleotidil transferasa

TNF (del inglés) Tumor necrosis factor
TRAIL (del inglés) TNF-related apoptosis-inducing ligand
VPH Virus del papiloma humano

APENDICE

Composicion del RPMI-1640 (Sigma .USA).

Nitrato de calcio tetrahidratado
Sulfato de magnesio anhidrido
Cloruro de sodio

Fosfato dibasico de sodio anhidro

Aminoacidos

L- arginina
L-aspargina
L-acido aspargico
L-cisteina 2HCL
L-acido glutamico
L-glutamina
Glicina

L-histidina

0.100000
0.048840
6000000

0.800000

0.200000
0.050000
0.200000
0.065200
0.020000
0.300000
0.100000
0.015000
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L-hidroxiprolina
L-isoleucina
L-leucina

L-lisina HCL
L-metionina
L-fenilalanina
L-prolina
L-serina
L-treonina
L-triptofano
L-tirosina
L-valina
Vitaminas
D-biotina
Cloruro de colina
Acido félico
Myo-inostil
Niacinamida
Acido-p-Amino Benzoico
Acido — D- pantoténico
Piridoxina HCL
Riboflavina
Tianoma HCL

Vitamina B-12

Verseno

0.020000
0.050000
0.050000
0.040000
0.015000
0.015000
0.020000
0.030000
0.020000
0.005000
0.028830
0.020000

0.000200
0.003000
0.001000
0.035000
0.001000
0.001000
0.000250
0.001000
0.000200
0.001000
0.000005
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Esta solucion se emplea para despegar las células tumorales adherentes y
funciona como agente quelante que secuestra iones de calcio y magnesio de
las uniones celulares. Para su preparacion se utilizan las siguientes sustancias:

Tris base
Cloruro de sodio

Cloruro de potasio

Etilen — diamen- tetra- acético (EDTA)

3.04 g (sigma chemical U.S.A)
8.00 g (sigma chemical.U.S.A)
0.04 g (sigma chemical U.S.A)

0.40 g (sigma chemical U.S.A)

Los reactivos se disuelven en 800 ml. de agua bidestilada, que ajusta al pH

a 7.7 con HCI 1 M y se afora a 1000 ml.

de agua bidestilada. La solucion se

esteriliza por medio de autoclave a 20 Ibs durante 20 min.

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiolégicas estables
durante periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las
sales de fosfato. Los componentes se diluyen en un volumen final de 1 litro de

agua bidestilada.

Cloruro de magnesio
Cloruro de calcio

Cloruro de sodio

Cloruro de potasio

Fosfato mono acido de sodio

Fosfato di acido de potasio

0.10 g (sigma chemical U.S.A)
0.10 g (sigma chemical U.S.A)
8.00 g (sigma chemical U.S.A)
0.20 g (sigma chemical U.S.A)
2.16 g (sigma chemical U.S.A)

0.20 g (sigma chemical USA)
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El cloruro de magnesio y de calcio se disuelven en 100 ml de agua
bidestilada y después se adicionan los 100 ml que contengan el cloruro de
magnesio y de calcio. Se ajusta el pH a 7.2 - 7.4 utilizando HCI 8 N y se afora
finalmente a un volumen final de 1000ml. Esta solucién se esteriliza por medio de
filtros de membrana (Millipore) con diametro de poro de 22 micras, la solucién se
almacena a 4 °C hasta el momento del uso.

Colorante Cristal Violeta

La solucidn de cristal violeta se prepara al 0.1 % en una solucién
amortiguadora de acido formico 200 mM pH 6, la cual consiste en agregar 3.96 g.
de NaOH y 4.28 ml. de acido formico aforados a 500 ml con agua bidestilada. Una
vez preparada la solucién se filtra y posteriormente se usa.

Desactivacion del suero

Una botella de Suero Fetal Bovino (Hyclone,U.S.A.) se coloca en bafo de
agua a temperatura ambiente para ser descongelado, posteriormente se pasa a un
bafio maria 57 °C durante 30 min. Posteriormente es trasvasado en alicuotas de
50 ml. para su mejor uso y manipulacion.

Glutaraldehido

A 1.57 ml de glutaraldehido (70 % v/v) se le agrega 98.43 ml de agua
bidestilada, Se almacene a 4 °C.

Solucién de acido acético (10 %)

A 10 ml de acido acético glacial (J. T. Baker) se le agrega 90 ml de agua
bidestilada.

Paraformaldehido (2%)

Paraformaldehido al 2% de PBS (preparado al momento, para disolverlo se
calento la solucion a temperatura no mayor a 60°C, si rebasa esta temperatura el
paraformaldehido polimeriza y la solucién no sirve para fijar)
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Enzima Tdt

33ul de enzima mas 77 ul de buffer de reaccion.

Catalizador liofilizado
1 vial y solucion colorante 45 ml.

Reconstituir el catalizador en 1 ml de H,O mili Q estéril por 10 min y
mezclar completamente. Esta solucion es estable varias semanas a 4 °C.

Descongelar la solucién colorante, ésta es estable a 4 °C varias semanas.
Evitar ciclos de congelamiento y descongelamiento.

Preparacion de la mezcla de reaccion (Bio Vision, California): Para 100
ensayos mezclar 250 ul de la solucion del catalizador con 11.25 ml de la
soluciéon colorante. Esta mezcla debera prepararse inmediatamente antes
de ser utilizada.

Tabla 2. Condiciones del ensayo de linfocitos con Carboxifluresceina.

Columna CSFE PHA

1 - - Control negativo

2 - + Activados sin carboxifluresceina
3 + - Sin activar con carboxifluresceina
4 + + Activados con carboxifluresceina
5 + Tratamiento

6 + Vehiculo
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