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Abreviaturas

Mg: microgramos.

pl: microlitros.

AC: anticuerpo.

ADN: &cido desoxirribonucleico.

ADP: adenosin difosfato.

AlF: factor de induccién de apoptosis.

Amp: ampere.

Apaf-1: factor proteasa-activador de apoptosis 1.

ARN: &cido ribonucleico.

ARNmM: acido ribonucleico mensajero.

Cas I-gly: casiopeina I-gly [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(glicinato)(H20)]NOa.
Cas ligly: Casiopeina-ligly [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)(H20)]NOs.
CAT: catalasa.

Cit c: citocromo c.

Co: cobalto.

COa2: bidxido de carbono.

CRADD: dominio CASP2 y RIPK1 conteniendo un adaptador con dominio de muerte.
Cu: cobre.

CuZnSOD (SOD1): superdxido dismutasa de cobre-zinc.
DCFH-DA: diacetato de diclorofluoresceina.

DMSO: dimetilsulfoxido.

EGF: factor de crecimiento epidérmico.

ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas.
EMSA: ensayo de retardo de movilidad electroforética.
ERO: especie reactiva de oxigeno.

FADD: proteina fas-asociada con dominio de muerte.
Fe: hierro.

GO: etapa quiescente; fuera de ciclo celular.

G1: intervalo 1 de ciclo celular.

G2: intervalo 2 de ciclo celular.

GPx: glutation peroxidasa.

H202: perdxido de hidrogeno.

HGF: factor de crecimiento hepatico.
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HIF: factor inducible por hipoxia.

HO': radical hidroxilo.

hr: hora.

LTR: microscopia confocal de excitacion.

M: mitosis.

mA: miliampere.

MD: Maryland.

ml: mililitros.

mM: milimolar.

Mn: manganeso.

MnSOD (SOD2): superoxido dismutasa de manganeso.
MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio.
NAC: N-acetil-cisteina.

Ni: niquel.

nm: nanémetro.

NN: quelatos diminas.

NOs: anién nitrato.

Oz: oxigeno.

O1: oxigeno atémico.

Os: ozono.

102: oxigeno en estado singulete.

Oz i6n superoxido.

OO: quelatos donadores por oxigeno.

PBS: tampdn fosfato salino.

PDGEF: factor de crecimiento derivado de plaquetas.
rpm: revoluciones por minuto.

S: etapa de sintesis dentro del ciclo celular.
SDS/PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico.
SNC: sistema nervioso central.

SOD: superoxido dismutasa.

TNF: factor de necrosis tumoral.

TRIS-HCI: cloro tri(hidroximetil) aminoacetato.

U/ml: unidad sobre mililitro

VEGF: factor de células endoteliales.

Zn: zinc.
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RESUMEN

El cancer es un grupo de enfermedades que estan relacionadas con mutaciones
y alteraciones celulares en procesos como la diferenciacion, proliferacion y
muerte. Estos padecimientos se cuentan entre las principales causas de muerte
tanto en México como en el resto de mundo. En particular, los tumores del
sistema nervioso central siguen siendo uno de los tipos que presenta mas
resistencia a los tratamientos existentes, por lo cual ha sido necesario desarrollar
nuevas investigaciones para encontrar tratamientos alternativos. En este marco
se han estudiado y sintetizado nuevos farmacos para el tratamiento de estas
enfermedades. Dentro de ellos estan las Casiopeinas® estudiados y sintetizados
en la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México,
constituidos por iones metalicos, como el cobre (Cu). Algunos de estos, han
presentado efectividad como farmacos antineoplasicos, mientras que otros se
continuan estudiando. Este es el caso de la casiopeina I-gly (Cas I-gly), en la
cual se ha observado actividad antineoplasica en algunas lineas celulares. Se
investigd su efecto sobre la linea del glioma C6 de rata, donde mediante
diversas pruebas se observé la efectividad como inductor de apoptosis de las
células afectadas a diferentes dosis. Se encontré que en presencia del farmaco,
las células presentan alteraciones de tipo morfolégico, de manera dosis-
dependiente, ocasionando un decremento en el porcentaje de las células
metabodlicamente activas, atacando por igual a la célula sin importar la fase del
ciclo celular en que se encuentre. Se encontré evidencia de actividad de
caspasas 3 y 9, asi como fragmentacion del ADN. De esta manera se puede
decir que la Cas I-gly funciona como inductor de apoptosis por via intrinseca en
células murinas del tipo glioma C6, debido a la formacion de ERQO’s en cualquier

fase del ciclo celular.

Introduccion 10
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1. INTRODUCCION

El cancer abarca un grupo de enfermedades que atacan al ser humano en el
cual hay afectacion de protooncogenes y genes supresores de tumores con lo
cual las células adquieren capacidad descontrolada de crecimiento (Bisonnette
et al; 1992; Garcia-Carranca 2003; Hanahan y Weinberg, 2000). Esto puede
ocasionar el desarrollo de tumoraciones de diversa naturaleza en el organismo.
En el caso particular del Sistema Nervioso Central, el 2% de los tumores
malignos corresponde a neoplasias primarias con una incidencia de 5-8/100,000
(DeAngelis, 2001). A pesar de las numerosas investigaciones realizadas, los
tipos de glioma mas comunes de este sistema (glioblastoma multiforme y
astrocistoma anaplasico), permanecen sin tener un tratamiento adecuado.
Ambas neoplasias se caracterizan por presentar altas tasas de proliferaciéon
celular y angiogénesis (Yamada et al; 2006) y continuan siendo resistentes a
cualquier tratamiento quirurgico, radioterapia, quimioterapia sistémica o local asi
como inmunoterapia.

Estudiar la fisiopatologia e identificar tratamientos alternativos es de vital
importancia lo que ha estimulado el disefo, la sintesis y la evaluacion de
compuestos con un espectro terapéutico mas amplio. En este marco, en la

Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México, se han
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desarrollado las Casiopeinas®. Por mas de 15 afos se han disefiado y
sintetizado este grupo de compuestos de coordinacion que contienen como
centro a metales de la primera serie de transicion (Mn, Fe, Co, Ni, Zny Cu) y
quelatos diaminas (NN), con quelatos aminoacidos o donadores (OO) de formula
general [Cu(N-N)(N-O)]NO3 y [Cu(N-N)(O-O)JNO3 (Ruiz et al; 1995; Tovar et al;
2006).

A la fecha se han sintetizado aproximadamente 100 de estos compuestos y
algunos de ellos han mostrado actividad citotdxica y antineoplasica en diversos
modelos experimentales tanto /n vivo como /n vifro. En estudios previos se ha
encontrado actividad antineoplasica de la casiopeina llI-iA sobre lineas murinas
de melanoma B16 y carcinoma de pulmén de Lewis y la ll-gly ha demostrado
actividad antineoplasica y citotoxica en lineas celulares C6 de glioma maligno de
rata y carcinoma cérvico-uterino humano: HelLa y CalLo (Carvallo et al; 2008; De
Vizcaya-Ruiz et al; 2000; Trejo et al; 2005).

Los mecanismos moleculares por los cuales las casiopeinas ejercen tales
efectos antineoplasicos y citotoxicos son desconocidos, sin embargo se ha
descrito que los metales de transicion y algunos de sus complejos son toxicos en
diferentes organismos. Dicha toxicidad se ha atribuido a los iones metalicos, en

especial a los de cobre, por su potencial para participar en reacciones de Fenton
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y su consecuente generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Stons, S.
J. y Bagchi 1995).

En este sentido, un aumento en la concentracion de ERO puede producir
peroxidacion de lipidos poliinsaturados en los organelos y la membrana
plasmatica, oxidacion de enzimas que contienen grupos sulfihidrilos,
carbonilacion y  polimerizacion de  proteinas. @ También  ocasiona
despolimerizacion de polisacaridos, hidroxilacion de purinas o pirimidinas y
cortes de cadena sencilla o doble de ADN (Southorn, P. A. y Powis, 1988) y todos
estos procesos pueden llevar a la célula a entrar en un proceso apoptético.

En el caso de la casiopeina I-gly se tiene poca informacién acerca de sus mecanismos
de accion, sin embargo si se ha probado que ocasiona rompimiento de la doble cadena
de ADN (Sanchez-Bartéz, 2006), lo que nos indica la posible efectividad de este
compuesto como farmaco antineoplasico. Es de suma importancia conocer los efectos
de esta casiopeina sobre la proliferacion celular, inducciéon de apoptosis y los posibles
mecanismos moleculares involucrados en el efecto proapoptotico de dicho farmaco en
el glioma experimental C6 en células de ratas Wistar /in vifro, con la finalidad de
colaborar en la busqueda de nuevas alternativas quimioterapéuticas para el tratamiento
de los pacientes con esta enfermedad mediante compuestos, que por ser disefiados y

sintetizados en México los volverian accesibles a grandes nucleos de poblacion.

Introduccion 13
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2. ANTECEDENTES

2.1. Apoptosis

A principios del siglo XIX, en 1839, se introduce el concepto de célula en la
biologia y casi simultaneamente (apenas tres afos después) se comienza a
describir el proceso de la muerte celular en los trabajos de Vogt. Unas décadas
después, Virchow comienza a describir y discutir el proceso conocido como ciclo
celular (Bras et al; 2005). Dentro de su trabajo también sefiala y comienza a
describir de manera sistematica el proceso por el cual las células mueren. Dicho
proceso, lo analiza usando diferentes términos, sin mucha diferencia del
concepto de necrosis que tenia Galeno varios siglos antes (Majno y Joris, 1995).
A partir de entonces, diferentes investigadores se dieron a la tarea de describir el
proceso por el cual las células morian. En el siglo XX, en la década de los 50’s,
De Duve propone que las células pueden morir por procesos internos como la
explosion de lisosomas y en la década siguiente se comienza a estudiar a los
radicales libres como causa de dafo intracelular (Majno y Joris, 1995).
Finalmente, en 1972 Kerr, Willie y Currie, proponen la apoptosis como una via
alterna a la necrosis, de la cual se diferenciaba, por ser un proceso altamente
regulado de muerte celular (Valencia y Moran, 2004) y que puede estar

relacionado con una tension oxidativa prolongada (Hansberg, 2002). Estipulan
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claramente a la necrosis como un proceso de muerte violento, el cual es
originado por estimulos ambientales que ocasionan una disrupcién de la
homeostasis celular (Bras et al; 2005) y establecen que no todas las células
mueren de esta forma, entendiendo con esto, que no significan lo mismo (Majno
y Joris, 1995). De esta manera, establecen a la necrosis y la apoptosis como
formas de muerte celular, diferentes en su naturaleza y origen, lo que ocasiono
una gran cantidad de estudios posteriores.

En la actualidad se sabe que las células pueden morir por al menos, tres formas
generales segun la clasificacion de Clarke (Bras et al; 2005), y a su vez, existen
miles de estimulos que pueden causarlas.

La clasificacion de Clarke se basa en el envolvimiento lisosomal y propone tres
tipos basicos de muerte celular programada (Bras et al; 2005):

La apoptosis o muerte celular programada de tipo I, que ocurre tanto en
situaciones fisioldgicas como patoldégicas. Durante el desarrollo de este tipo se
han identificado diferentes eventos celulares que la diferencian de los otros
procesos de muerte celular, como: la constriccién celular, la fragmentacién
oligonucleosomal del ADN, la condensacion de la cromatina, que llevara a la
aparicion del nucleo picnético y la desintegracién controlada de la célula en
cuerpos apoptoticos. También se presenta la degradacion de proteinas de

diferentes tipos y entre ellos estan las caspasas (Bras et al; 2005; Valencia y
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Moran, 2004). Todos estos eventos van ocurriendo a diferentes tiempos de éste
proceso, de manera muy ordenada (Bras et al; 2005) y manteniendo a la
membrana celular y a las mitocondrias bien preservadas (Wyllie et al; 1980;
Ziegler y Groscurth, 2004).

El segundo tipo de muerte celular programada, involucra la autofagocitosis de
organelos celulares. Primeramente, se forman vacuolas autofagicas y se
presenta una dilatacidon de la mitocondria y el reticulo endoplasmatico, asi como
un ligero alargamiento del aparato de Golgi. Finalmente, estas vacuolas
autofagicas se fusionan con los lisosomas donde Ilos componentes
citoplasmaticos pueden ser degradados por fagocitosis (Bras et al; 2005).

El tipo Ill, también conocido tipo-necrosis, se caracteriza por la ausencia de
lisosomas y se subdivide en dos categorias: de tipo A y de tipo B. En ambas se
presenta un aumento en el tamafo de los organelos celulares, el rompimiento de
la membrana plasmatica y desintegracion del citoplasma, diferenciandose entre
si, debido a que el tipo B presenta una destruccion citoplasmatica mucho mas
moderada, una dilatacion de la cisterna del reticulo endoplasmatico y en su fase
terminal, los restos de la célula pueden ser heterofagocitados (Bras et al; 2005).
El desarrollo de estos mecanismos de muerte para controlar el numero celular
fue un evento esencial en la evolucion de organismos multicelulares. En

particular el mecanismo activo de control nombrado apoptosis, que es requerido
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para la formacion de érganos durante el desarrollo, la homeostasis celular y para
el buen funcionamiento del sistema inmune (Raff, 1992; Steller, 1995).

Respecto a las caspasas mencionadas en el proceso apoptdtico tipo |, son una
familia de cistein aspartato proteasas que se encuentran como moléculas
inactivas (denominadas pro-caspasas), que al recibir la sefal apoptogénica
sufren un rompimiento proteolitico, dando lugar a dos subunidades que
constituyen, por un lado a la enzima activa o caspasa y por otro, a una
subunidad mas pequefa e inactiva (Ahmad et al; 1997; Duriez y Shah, 1997;
Kidd, 1998). Las caspasas fueron implicadas en el proceso de apoptosis con el
descubrimiento de CED-3 (producto de un gen requerido para muerte celular en
el nematodo Caenorhabdifis elegans). CED-3 esta relacionado con la enzima
convertidora de interleucina 1-f mamifera (ICE o caspasa 1), que a pesar de no
participar en la apoptosis, dio pie al descubrimiento de una familia de proteasas
con papeles diversos en inflamacion y apoptosis (Yuan et al; 1993). Las
caspasas activadas por una sefal apoptética tienen como blanco varios
sustratos celulares, como otras caspasas, actina, poli-ADP-ribosa, polimerasa,
fodrina y laminas, los cuales son responsables de los cambios morfoldgicos
observados en las células en apoptosis (Buendia et al; 1999; Martin y Green,

1995).
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Se han identificado dos vias de apoptosis relacionadas con las caspasas, las
cuales estan intercomunicadas, la extrinseca y la intrinseca. La primera es
mediada por receptores de muerte localizados en la superficie celular, como la
familia Fas yTNF-a (Nagata, 1997), que estan ligados a proteinas adaptadoras
especificas, como FADD o CRADD (Ahmad et al; 1997). Estas moléculas
adaptadoras interaccionan con las caspasas iniciadoras (2, 8 y 10) disparando
su autoactivacién (Muzio et al; 1998; Martin et al; 1998) y a su vez estas, activan
a las caspasas efectoras (3, 6 y 7) (Muzio et al; 1997).

La segunda via, también conocida como intrinseca, esta relacionada con la
mitocondria e inicia con la liberacion al citoplasma de varios factores contenidos
en ella (como citocromo c, AIF, Omi/Htr2, Smac/DIABLO) y la posterior
activacion de vias dependientes e independientes de las caspasas. El citocromo
c liberado se une a Apaf-1 y promueve su oligomerizacién (Liu et al; 1996;
Srinivasula, 1998). El reclutamiento de la pro-caspasa 9 al complejo Cit c-Apaf-
1, da lugar a la formacién del apoptosoma. Este apoptosoma ocasiona la
activacion de la caspasa 9 que fragmenta y activa a la caspasa 3 (Li et al; 1997).
En ambas vias, la activacion de caspasas efectoras (3, 6 y 7) por caspasas
iniciadoras (9, 2, 8 y 10) amplifica la senal apoptotica, para asegurar la muerte

celular en una forma rapida, evitandose que el proceso de muerte se revierta.
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2.2. Especies reactivas de oxigeno

Parte fundamental de la homeostasis celular, esta relacionada con elementos
quimicos que pueden llevar a la célula a entrar en un proceso de muerte. En
particular, el caso del oxigeno resulta ser muy importante debido al impacto que
ha tenido en la célula a lo largo de su evolucién (Carvallo et al; 2007; Hansberg
2002; Zorov et al; 2000).

El oxigeno es uno de los principales elementos presentes en la composicion de
la atmosfera terrestre y practicamente todo es de origen biolégico (Hansberg,
2002; Zorov et al; 2000). Es un elemento altamente reactivo que tiende a formar
compuestos con casi cualquier otro elemento (Hansberg, 2002) asi como
radicales libres altamente tdxicos (Halliwell, 1992).

Esto ocasiona que se generen diferentes agentes oxidantes que llevan a las
células a entrar en un proceso de muerte celular ya sea por apoptosis o
necrosis, pues se ha sugerido que ambas se pueden ocasionar dependiendo del
tiempo en que una célula sea expuesta a estas moléculas (Valencia y Moran,
2004). La principal toxicidad se da, debido a la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO) las cuales se originan por la ruptura o la excitacién del
dioxigeno (O4, O3, '02) o por la reduccién parcial del mismo (027, H202, HO).

Estas especies son derivados del dioxigeno (O2) y son mucho mas reactivas que
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en el estado basal del oxigeno en triplete (Hansberg, 2002; Sanocka y Kurpisz,
2004).

Dentro de las células se encuentran diversas sustancias como flavinas,
porfirinas, quinonas y en organismos fotosintéticos la clorofila, que son excitados
por la luz y pueden transferir esa energia al O2 y formar oxigeno en estado
singulete (10O2) (Lledias y Hansberg, 2000), producido también por la dismutacion
espontanea del Oz, por la descomposicion del peroxido de hidrégeno (H202) o
de acidos hipohalogenosos (Hansberg, 2002). Asi mismo, en presencia de algun
reductor se puede formar el i6n superéxido (O27).

En el caso particular del sistema nervioso de mamiferos, la muerte de las
neuronas incluye la participacion, a diferentes niveles, de ERO como el peréxido
de hidrogeno, el idn superdxido y el radical hidroxilo (Valencia y Moran, 2004).
Esto puede deberse a diferentes aspectos basicos de la estructura misma de
este sistema, como la membrana lipidica, que es muy rica en acidos grasos
polinsaturados los cuales son particularmente sensibles al ataque de dichas
ERO (Halliwell, 1992).

Esto ha llevado a investigar el papel de la formacién de ERO como causa de
muerte celular y se ha podido observar que al someter a las células a diferentes
condiciones de estrés oxidativo, estas muestran dafios relacionados con el

proceso apoptotico (Valencia y Moran, 2004). Se ha demostrado que estas
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moléculas llevan a la muerte celular por diversas vias, por ejemplo, el caso del
peréxido de hidrogeno, esta relacionado con la interaccion con moléculas pro-

apoptéticas como las caspasas iniciadoras (Valencia y Moran, 2004).

2.3. Sistemas antoxidantes enzimaticos y no enzimaticos

En este contexto, parte de la evolucion de la célula ha consistido en el desarrollo
de mecanismos antioxidantes que eviten que muera de manera descontrolada
por efecto del oxigeno. Estos mecanismos se engloban en dos grupos
fundamentales, los mecanismos enzimaticos y los no enzimaticos (Carvallo,
2007; Hansberg, 2002), que tienen varias funciones y los hay especificos para
ciertas especies, mientras que otros mantienen el estado redox celular en
general (Hansberg, 2002).

Los diferentes mecanismos tanto enzimaticos como no enzimaticos se han
presentado como una respuesta evolutiva sumamente eficiente de defensa
contra los diversos agentes oxidantes para el desarrollo de los organismos
aerobios. Esto ha sido fundamental para su éxito en un ambiente que presenta
alto grado de estrés oxidativo, en una atmosfera como la terrestre (Carvallo
2007).

Basicamente, se diferencian por su origen y son de dos tipos, los sistemas

antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. En el caso de los sistemas

Antecedentes 21




e
EFECTO PROAPOPTOTICO DE LA CASIOPEINA I-GLY EN LA LINEA CELULAR GLIOMA C6 DE RATA IN VITRO s Sl

antioxidantes de naturaleza enzimatica, los organismos cuentan con una amplia
gama de enzimas dispuestas para este fin. Se cuenta con las superdxido
dismutasas (CuZnSOD [SOD1] y MnSOD [SOD?2]) las cuales dismutan el Oz en
02, y H202 y lo hacen de manera altamente eficiente e independientemente del
pH. Estas dismutasas pueden ser intracelulares como las que contienen Cu?+y
Zn2* en su sitio activo, extracelulares (ECSOD) y las que tienen Mn(lll) o Fe(lll)
en su sitio activo y que pueden ser citosélicas o de los organelos celulares
(Hansberg, 2002).

La CuZnSOD o SOD1 es una enzima homodimerica de 33 kDa abundante en el
citosol celular, particularmente de glébulos rojos y neuronas (Hart et al; 1998);
muy resistente a la desnaturalizacion y que en eucariontes, es el antioxidante
que tiene una de las mayores actividades, protegiendo a la célula del estrés
oxidativo. Su proceso esta dado en dos pasos que involucran la alternancia de
oxidacion-reduccion del cobre en el sitio activo auxiliado por el atomo de zinc
(Hart, et al; 1999; Huang, et al; 2006). El caso homologo en bacterias lo presenta
MnSOD o SOD2, el cual es un homodimero o tetramero que también se
presenta en eucariontes. Alteraciones de estas enzimas pueden ocasionar
situaciones patoldgicas, por citar un ejemplo, se ha sugerido que alteraciones en
el nivel de MnSOD pueden estar relacionados con la enfermedad de Parkinson

entre otros sindromes (Christianson, 1997).
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También esta presente la glutation peroxidasa (Gpx), la cual es una enzima
selenio-dependiente que reduce los hidroperdxidos o lipoperdxidos, utilizando el
glutation como agente reductor (Cisneros et al; 1997; Epp, 1983; Hansberg,
2002). Se le ha asociado con varias enfermedades y en algunos pacientes con
cancer se ha encontrado aumento en su actividad (Cisneros et al; 1997)

Otra de las enzimas mas importantes es la catalasa (CAT) la cual es capaz de
llevar a cabo la dismutacién del H2O2 en O2 y H2O con gran eficiencia, en un pH
de entre 4 y 11 (Halliwell, 1992; Hansberg, 2002; Zorov et al; 2000).
Evolutivamente tiene un origen comun para todos los organismos por lo que se
le encuentra desde arqueobacterias hasta eucariontes variando el sitio celular
donde se encuentre, de acuerdo a los diferentes grupos taxonémicos (Hansberg,
2002).

Los sistemas no enzimaticos pueden tener diferente naturaleza quimica. Entre
estos estan: el ascorbato (vitamina C) producido tanto por plantas como
animales a partir de la glucosa (Zwolinska, 2006). Este reduce al Fe (lll) y
desecha el H20.. El tocoferol (vitamina E) actua como desactivador y recolector
de 102 limitando la propagacion de la lipoperoxidacion. También tienen una
importante actividad antioxidante los carotenos como el retinol (vitamina A) que,

debido a sus dobles ligaduras coordinadas es un excelente desactivador del 10..
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Las melaninas son otro ejemplo de antioxidantes no enzimaticos, capaces de
reaccionar con cualquier ERO (Hansberg, 2002).

Estos mecanismos actuan para evitar que las células sean atacadas por las
ERO y entrar en el proceso apoptdtico, sin embargo no pueden retrocederlo y al
activarse las caspasas y la endonucleasa cromosomal las células moriran. Esta
tension oxidativa ademas de la importancia como causa de muerte celular,
también juega un papel muy importante dentro de los procesos de diferenciacion
y proliferacion celular (Hansberg, 2002). El control de la produccion de las ERO
han sido ampliamente estudiado en los campos de medicina y biotecnologia en
el desarrollo de farmacos para tratar enfermedades que estan relacionadas con

alteraciones del ciclo celular (de la Torre et al; 1996; Uribe et al; 2008).

2.4. Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades, en el que las células afectadas
adquieren capacidad de crecimiento descontrolado a través de un proceso de
multiples pasos, que involucra el avance gradual de una célula normal a una
neoplasica (del griego neos=nuevo, plasia=crecimiento). Durante este proceso
se generan mutaciones e inactivacion de las vias relacionadas con
diferenciacion y apoptosis, asi como la activacion de las vias que promueven la

proliferacion y la diferenciacion celular.
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Muchas mutaciones tienen lugar en protooncogenes y en genes supresores de
tumores, lo que resulta en una desregulacion del ciclo celular (Bisonnette et al;
1992; Garcia-Carranca 2003; Hanahan y Weinberg, 2000). Como resultado de lo
anterior, las células cancerosas siguen un esquema de proliferacion propio, lo
que les confiere la permanencia no solo en el tejido donde se originan sino
también pueden alcanzar lugares distantes a este nuevo crecimiento (Weinberg,
1996).

Observaciones de modelos humanos y animales, sefalan que el desarrollo
tumoral actua como una sucesion de cambios genéticos, cada uno de ellos
brindandole ventajas en el tipo de crecimiento y dando lugar a una
transformacién progresiva de células normales a neoplasicas (Monceviciuté-
Eringiené, 2005). Existen mas de 100 tipos de cancer, los cuales dan lugar a
subtipos encontrados en distintos 6rganos y tejidos. Se enumeran seis
alteraciones basicas que dictan un comportamiento maligno (Hanahan vy
Weinberg, 2000):

Auto suficiencia en senales de crecimiento

¢ Insensibilidad a senales inhibitorias del crecimiento
e Potencial replicativo ilimitado
e Angiogénesis

e Invasion y metastasis
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¢ Resistencia tumoral a apoptosis

2.5. Tratamientos para el cancer

El tratamiento del cancer, tanto en nuestro pais como el resto del mundo, ha
llevado al desarrollo de muchas investigaciones, aunque los resultados aun no
son del todo satisfactorios, en América por ejemplo, es la tercera causa de
muerte y en México, la primera en mujeres mayores de 40 afos (Merck, 2010;
Tovar, et al; 2006). La quimioterapia es empleada en el tratamiento de tumores
de vejiga, mama, cuello uterino, rifidn, pulmon, boca, ovarios, entre algunos
otros con muy buenos resultados. Sehalando que en términos médicos se
considera que el tratamiento ha sido exitoso cuando el paciente ha alcanzado un
periodo de entre 5 y 10 afos, sin presentar ningun sintoma de la enfermedad
(Merck, 2010).

En otros casos, los tratamientos de este tipo han demostrado un bajo porcentaje
de efectividad como son los relacionados con melanomas, pancreas y cerebro.
Por otro lado se han desarrollado tratamientos a base de radiacién donde se
destruira a las células cancerigenas aunque, dafiando también tejidos normales,
principalmente aquellos que tienen reproduccion rapida (Merck, 2010).

En la actualidad, estos tratamientos se suelen utilizar de manera simultanea

aunque la tasa de sobrevida de los pacientes es baja, se puede mencionar, por
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ejemplo, que los tratamientos mas utilizados para el cancer de colon son el 5-
fluorouracilo y oxaloplatino con una efectividad de apenas entre el 20 y 30%
(Carvallo, et al; 2006). Los farmacos anticancerigenos que se utilizan se agrupan
en varias categorias: agentes alquilantes, antimetabolitos, alcaloides derivados
de plantas, antibioticos antitumorales, enzimas, hormonas y modificadores de la
respuesta bioldgica, utilizandose comunmente en combinaciéon (Merck, 2010).
Sin embargo los tratamientos resultan muy agresivos para los pacientes vy
también suelen presentar fuertes efectos secundarios gastrointestinales,
sanguineos (como la citopenia) y dermatolégicos (Merck, 2010). En este marco
han sido realizados diferentes estudios en los cuales se han buscado elaborar
mejores tratamientos a base de elementos con propiedades similares, pero con
una mayor efectividad, mas baratos y con menor impacto colateral en los
pacientes (Ginés y Cervera, 2000). Tal es el caso de varios compuestos que en
la actualidad se estan probando como alternativas a los agresivos y costosos
tratamientos existentes, a base de metales principalmente de platino que se
usan en varios tratamientos por ejemplo el carcinoma ovarico humano (Trejo, et
al; 2005).

Los tumores del Sistema Nervioso Central (SNC) han presentado bastante
resistencia a los tratamientos convencionales pues tienen diferente naturaleza

(DeAngelis, 2001), por lo que se buscan nuevas alternativas. Se puede
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mencionar que en la actualidad el glioblastoma multiforme y el astrocitoma
anaplasico son considerados los unicos tipos de gliomas cerebrales de alto
grado y los tumores cerebrales primarios mas frecuentes (Kleihues y Ohgaki,
1997) caracterizandose por presentar altas tasas de proliferacion celular y
angiogénesis (Yamada, et al; 2006).

Ambos siguen siendo resistentes a cualquier tratamiento y usualmente conllevan
sucesivos procesos quirurgicos, radioterapias, inmunoterapias y quimioterapias,
de hasta 6 meses y de los cuales alrededor del 80% de los pacientes muere
(Cobbs, et al; 1996). Estos dos procesos estan relacionados con la capacidad de
produccion de factores de crecimiento, tales como: factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento hepatico (HGF) y el factor de células endoteliales (VEGF(Arrieta,
2001 y 2002; Li, et al; 2005; Grau, et al. 2007).

El crecimiento de un tumor mas alla de 2 cm de diametro, requiere llevar a cabo
multiples cambios en su ambiente molecular. Uno de ellos, es la
neovascularizacion, que es un proceso que integra alteraciones genéticas de las
células cancerosas y la respuesta del hospedador, indispensable en la formacion
tumoral (Rak y Yu, 2004). La formacion de nuevos vasos sanguineos al sitio del
tumor es un requisito indispensable para el crecimiento tumoral y metastasis.

Esto se debe a que la sangre y los vasos sanguineos son fuente no solo de
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oxigeno, factores de crecimiento, nutrientes y metabolitos, sino también de
hormonas, factores de crecimiento circulantes y derivados del endotelio
paracrino, utiles para invasividad, actividad proteolitica y metastasis (Rak, et al;
1996)

Como ejemplo, VEGF (factor de crecimiento endotelio vascular) es una citosina
que tiene un importante papel en vasculogénesis y angiogénesis y su produccion
esta regulada por la concentracion local de oxigeno. La hipoxia estimula su
produccion, aumentando la actividad del factor inducible por hipoxia (HIF) y la
estabilidad del RNAm. Sin embargo, la concentracion celular de oxigeno no es el
unico regulador de sintesis de VEGF, ya que se ha demostrado que algunas
células neoplasicas pueden producirlo en normoxia (Mukhopadhyay y Datta,
2004).

Ademas, la mayoria de las células cancerosas tienen defectos en el control
normal de apoptosis. El primer ejemplo que caracterizé lo anterior, fue la
translocacion cromosomal 14:18 encontrada en pacientes con linfomas
foliculares, la cual yuxtapone la porcién reguladora de inmunoglobulinas con el
gen antiapoptético Bcel-2 (Tsujimoto, et al; 1984), cuyo efecto es dar resistencia a
apoptosis mediada por la via extrinseca, asi como la supresiéon de proteinas
proapoptoticas de la familia Bcl-2, como Bax y Bak (Wei, et al; 2001). Los

componentes de la cascada de senalizacion de apoptosis, entre otros
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reguladores, estan entre los objetivos mas promisorios para la modulacién de la
inflamacion y de la muerte celular en el tratamiento del cancer (Reed, 2002).

En el caso particular de gliomas cerebrales de alto grado, los tratamientos han
sido muy controversiales y se utilizan combinando la radioterapia, neurocirugia y
quimioterapia a base de farmacos como la temozolamida que es un agente
alquilante que impide la replicacion del ADN (Budke, et al; 2003; Ginés y
Cervera, 2000). En la actualidad es uno de los farmacos mas utilizados y que
tiene una efectividad por debajo del 50% con varios efectos secundarios en los

pacientes.

2.6. Casiopeinas

Estudios epidemiolégicos han reportado que a partir del diagndstico de cancer la
sobrevida de un paciente es menor a un afno, esto a pesar de el o los
tratamientos a los que esté sujeto (Yamada, et al; 2006). Es por ello que el
estudiar la fisiopatologia e identificar tratamientos alternativos es de suma
importancia. En el caso particular de nuestro pais, el desarrollo de terapias
alternativas ha estimulado el estudio, diseno, sintesis y evaluacion de
compuestos con un espectro terapéutico mas amplio.

Probablemente el objetivo principal en el estudio y desarrollo de farmacos

antineoplasicos es conseguir un tipo de muerte selectiva donde se ataque a las
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células afectadas sin danar a las células sanas (Carvallo, et al; 2008). A su vez,
la mayoria de estos farmacos parece inducir apoptosis directamente por la via
mitocondrial, activando caspasas (Trejo, et al; 2005).

También se ha descrito que los metales de transicion y algunos de sus
complejos son toxicos en diferentes organismos y dicha toxicidad se le ha
adjudicado a los iones metalicos, particularmente del cobre y hierro, por su
potencial para participar en reacciones de Fenton, generando especies reactivas
de oxigeno (ERO) (Carvallo, 2006; Hansberg, 2002; Rivero-Mdiller, 1999; Stons y
Bagchi, 1995). De esta manera, el aumento en la concentracién de ERO puede
producir peroxidacion de acidos grasos polinisaturados en los organelos y la
membrana plasmatica, oxidacion de enzimas que contienen grupos sulfhidrilos,
carbonilacion y polimerizacion de proteinas, despolimerizacion de polisacaridos,
hidroxilacion de purinas o pirimidinas y cortes de cadena sencilla o doble de
DNA (Southorn y Powis, 1988).

Dentro de estos estan las Casiopeinas®, que son compuestos de coordinaciéon
de cobre que han sido estudiados y sintetizados por alrededor de 15 afos en la
Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) y
actualmente registrados y patentados por esta misma institucion. Dichos
compuestos estan constituidos por un ion metalico de la primera serie de

transicion (Cu) al que se encuentran enlazados quelatos diiminas (1,10-
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fenantrolina o 2,2’-bipiridina) que pueden o no estar sustituidos (donadores N-N)
y como segundo ligante donadores N-O (a-aminoacidato o peptidos) o
donadores O-O (acetilacetonato o salicilaldehidato) con formulas generales
[Cu(N-N)(N-O)INO3 y [Cu(N-N)(O-O)INO3 (Ruiz et al; 1995; Tovar et al; 2006).
Asi mismo, algunos de los aproximadamente 100 compuestos sintetizados, han
mostrado actividad citotoxica y antineoplasica en algunos modelos
experimentales tanto /n Vivo como /n Vitro presentando mayor efectividad que
tratamientos de uso regular como el cisplatino (Serment, et al; 2006). Ademas se
ha probado su alta eficiencia al ser sumamente especificos para células
afectadas ocasionando una toxicidad muy por debajo de la que presenta el
tratamiento habitual con cisplatino, lo cual le confiere una mayor seguridad en su
manejo y administracion (Sanchez-Bartéz, 2006).

El disefio de estas moléculas esta basado fundamentalmente en tres premisas:
son compuestos que contienen un metal esencial para disminuir la toxicidad;
contienen quelatos que favorecen la configuracién cis alrededor del ibn metalico
y estos quelatos contienen diferente nivel de toxicidad. Todo esto se estudio
contemplando su potencial funcion como farmacos antineoplasicos en base a los
conocimientos que se tienen al respecto de otros farmacos que se usan y que

contienen metales de transicién (Gracia-Mora, et al; 2001).
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Actualmente se tienen ya resultados relacionados con la efectividad
antineoplasica de compuestos con fenantrolina y al respecto de varias
casiopeinas como la Cas-ll-gly [Cu (4,7-dimetil-1,10 fenantrolina) (glicinato)] NO3
que han presentado actividad antineoplasica y citotoxica en las lineas tumorales
murinas C6 (Trejo et al; 2005), y humanas CalLo, HelLa, SiHa, MCF-7 y HCT-15
(De Vizcaya et al; 2000; Bravo, et al; 2009). Sin embargo, los mecanismos
moleculares por los cuales las Casiopeinas ejercen tales efectos antineoplasicos
y citotoxicos aun no son conocidos completamente. Dos de las casiopeinas mas
estudiadas hasta el momento, son la Casiopeina lll-ia [Cu (4,4’-dimetil-2,2’-
bipiridina) (acetilacetonato)] NO3 y la Casiopeina ll-gly [Cu (4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina) (glicinato) nitrato de cobre(ll)] que tienen mecanismos de accién
relacionados con la inhibicion de a—cetoglutarato y la liberacién de citocromo c,
asi como el colapso del potencial de membrana y el desacople de la cadena
respiratoria (Marin-Hernandez et al; 2003). Presenta actividad antineoplasica en
lineas murinas de melanoma B16 y carcinoma de pulmén de Lewis LW1, asi
como en ratones desnudos xenotransplantados con las linea tumoral humana
HCT-40 de carcinoma de mama. Estos tumores son altamente metastaticos por
lo que los compuestos mencionados, resultan de prometedora relevancia en la

clinica humana (De Vizcaya, et al; 2000; Trejo, et al; 2005; Carvallo, 2007).
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La Casiopeina I-gly [Cu 4,7-difenil-1,10 fenantrolina) (glicinato)] NO3 (Fig 1.), con
nombre quimico: nitrato de acuo (4,7-difenil-1,10 fenantrolina) (glicinato) cobre
(I) tiene un peso molecular de 550.03 g/mol y ya ha demostrado tener actividad
antineoplasica en lineas tumorales humanas como Hela, SiHa y murinas como
S180, L110 y B16 en concentraciones inferiores a lo requerido para mostrar la

misma actividad con Cis-platino (Sanchez-Bartéz, 2006).

NO;

[Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina){glicinato)]NOa

Figura 1. Estructura espacial de Cas I-gly.
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3. HIPOTESIS

1. Si la Casiopeina I-gly (Cas I-gly) muestra un efecto antineoplasico en la
linea C6 de rata in vitro, se observara una menor viabilidad celular, asi
como induccion de apoptosis a diferentes dosis del farmaco.

2. Si el mecanismo de induccién de apoptosis por Cas I-gly es a través de la
generacion de especies reactivas de oxigeno, se vera inhibido por la

presencia de antioxidantes en las células de glioma C6 de rata.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antineoplasico de la Cas I-gly y los posibles mecanismos
moleculares involucrados en tal accidn, en el glioma maligno experimental C6 de

rata in vitro.

4.1 Objetivos especificos

1. Determinar los cambios en la morfologia de las células de glioma C6
ocasionados por la accion de la Cas I-gly a diferentes dosis.

2. Determinar el efecto antineoplasico de la Cas I-gly sobre el glioma C6 de
rata, mediante la determinacion de la viabilidad celular usando el ensayo
de MTT,; la muerte celular con la técnica de yoduro de propidio por
citometria de flujo; la induccion de apoptosis a través de la activacion de
caspasa 3 y 9 por la técnica de Western blot, asi como analisis de ADN
en geles de agarosa al 2% en grupos controles y tratados.

3. Determinar la formacion de especies reactivas de oxigeno empleando la
sonda diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), en grupos de cultivo

controles y tratados.
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4. Determinar el involucramiento de las especies reactivas de oxigeno sobre
la viabilidad celular en grupos controles y tratados con el farmaco en
presencia de cada uno de los siguientes antioxidantes: superdxido
dismutasa, catalasa y DMSO.

5. Determinar las actividades enzimaticas de superdxido dismutasa, catalasa

y glutation peroxidasa, por medio de ensayos bioquimicos.
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5. METODOLOGIA

5.1 Manejo de Cultivo Celular

Se utilizaron células de glioma C6 de rata, obtenidas de la American Tissue
Culture Collection (Rockville, MD), clonadas en tumor glial de rata inducido con
N-nitrosometilurea. De estas, se tomaron aproximadamente 2 x 106 células en 1
ml de disolucién de DMSO y se mantuvieron en un tanque con nitrégeno liquido.
Se descongelaron en agua a temperatura ambiente y se mezclé6 con medio
Dubelco Eagle modificado (Sigma Chemical Company) suplementado con suero
fetal bovino (Gibco). La suspension se centrifuga a 3,000 rpm durante 5 minutos,
el sobrenadante obtenido se desechd y el pellet se resuspendido en 1 ml del
medio preparado. Las células obtenidas se sembraron en 10 cajas de cultivo
cada una con 4 ml de medio de cultivo.

Una vez en las cajas, las células se mantuvieron con medio de cultivo Dubelco
modificado, suplementado con suero fetal bovino (Gibco) y adicionadas con
solucion de antibidtico (Sigma Chemical Co. o Gibco) al 10% y mantenidas a
37°C en atmodsfera humeda con 5% de CO:2 bajo condiciones estériles. Estas
cajas fueron revisadas diariamente para verificar el porcentaje de confluencia y

cambiando el medio, dependiendo de dicha confluencia cada 24 o 48 hr.
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Las cajas con células recibieron dos tipos de tratamiento. En el primero se
administraron 6 diferentes concentraciones de 0, 1, 2.5, 5, 10 y 15 pg/ml, de Cas
I-gly, mismas que se utilizaron en el resto de los experimentos. Estas
concentraciones, se utilizaron debido a que previamente ya han sido empleadas
en estudios con Cas llgly (Trejo, et al; 2005), a excepcion de la mas alta de 15
pg/ml la cual se anadid, para este trabajo. Por cada una de estas
concentraciones se emplearon tres cajas y se incubaron por 24 horas.

En el segundo se utilizaron células a las cuales se administraron 5 pyg/ml por ser
ésta la concentracién intermedia de todas las que se usaron. La dosis se
administré a cuatro lotes de tres cajas cada uno al conseguir una confluencia de
mas del 70%, reemplazando el medio por el tratamiento y se mantuvieron en
incubacion por 3, 6, 12 y 24 hrs respectivamente. El tratamiento se prepard con
medio de cultivo adicionado con suero fetal bovino sin antibiético y la cantidad
correspondiente del compuesto.

Cumplido el tiempo de tratamiento las células se desprendieron del fondo de la
caja con ayuda de un tallador, raspando toda la capa y recuperandola en tubos
Falcon de 15 ml. Los tubos resultantes, se centrifugaron a 3,000 rpm por 10
minutos. El sobrenadante se desechod y el paquete celular se resuspendio en 1
ml de medio de cultivo con antibidtico. La suspension de células se almacend a -

20°C, para su utilizacién en el resto de las pruebas realizadas.
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5.2. Ensayo de Viabilidad Celular

Para determinar cuantitativamente el efecto de la Cas I-gly en la sobrevivencia
de las células se llevo a cabo un ensayo de viabilidad celular empleando como
colorante MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio). El MTT
es una sal amarilla que es reducida por células metabdlicamente activas con
ayuda de la succinato deshidrogenasa para generar formazan de color purpura
(ATCC, 2001 y Castro de Pardo, 2006).

Para este ensayo se utilizaron cajas de 96 pozos en cada uno de los cuales se
sembraron alrededor de 3 x 10% células por pozo y se incubaron por 24 hrs. con
medio de cultivo, suero fetal bovino y antibidtico. Al paso de las 24 hrs., se retird
el medio y se sustituyé por medio de cultivo adicionado con los tratamientos de
casiopeina I-gly (1, 2.5, 5, 10 y 15 pug/ml) y otros dos grupos control, uno al cual
se le agrego solamente DMSO al 20% sin tratamiento y otro con células sin
ningun tratamiento ni adicién. Se incubaron por 24 hrs y después de esto, fueron

tratados con MTT a una concentracion de 10 ug por pozo.

5.3. Determinacién de la Morfologia Celular
Se sembraron 5x104 células en camaras de portaobjetos de vidrio de 6 pozos,
las cuales fueron expuestas a Cas Igly por 24 h con una concentracion de

5ug/ml. Se fijaron las células con 4 % de paraformaldehido, tinéndolas con
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Hematoxilina-Eosina (DakoCytomation). Se observo la morfologia celular con un

microscopio de luz a 20x.

5.4. Western Blot

Para este procedimiento se comenzé por lisar las células obtenidas de los
cultivos adicionando 250 pl de buffer de lisis (CellLytic ™M, Sigma, Chemicol
Co) mas inhibidores de proteasas (10mg/ml de leupetin, 1.0 pg/ml de aprotinina
y 0.1 mM de PMSF). Se agitaron por 30 minutos a 4°C y posteriormente se
centrifugaron a 9,000 rpm a 4°C. Se recuperd el sobrenadante y el pellet se
desecho.

De esta suspensidon se tomaron 10 pl para cuantificar proteinas por el método de
Lowry, en el cual la muestra se mezcld en tubos de ensayo con 1 ml de agua
bidestilada, 2 ml de reactivo A y 0.1 ml de reactivo B y se dejaron por 15 minutos
después de los cuales se llevaron al espectrofotometro y se leyeron a 560nm.
Disolucion A: tartrato de sodio y potasio, sulfato de cobre y carbonato de sodio,
disolucion B: Reactivo de Folin.

Para ser cargadas en los geles desnaturalizantes SDS/PAGE, las muestras de
los lisados, fueron mezcladas con buffer de cargada 2X (TRIS-HCI 100mM, pH

6.8, SDS 4%, azul de bromofenol 0.2%, glicerol 20%, B-mercapto-etanol 10%) y
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calentadas a 65°C durante 7 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 9,000
rpm por 5 minutos a 4°C y posteriormente manteniéndolas en frio.

Fueron cargadas en gel de electroforesis de mix-acrilamida al 10% y 12% y se
corrieron por un periodo de entre 1 y 2 hrs. y transferidas a membranas de
nitrocelulosa por 2 horas a 0.20 Amp. Una vez transferidas se probaron con rojo
de Ponceau para comprobar su estado.

Aquellas que presentaban un patrén adecuado de corrida, fueron bloqueadas
con leche al 5% (Svelty, Nestle en polvo) en PBS 1X /1% tritén por un lapso de 2
a 4 hrs. Después del bloqueo se incubaron en bolsas individuales de plastico con
los anticuerpos primarios, SOD2 (Santa Cruz), catalasa (Upstate) y SOD1
(Upstate). Estos se diluyeron para bloqueo en una mezcla de leche comercial al
5% (Lala Light), en PBS 1X y anticuerpo primario en una proporcion 1:500 ul,
con esta solucion se mantuvieron las membranas en agitacion a 4°C por 24 hr.
Al dia siguiente se lavaron las membranas 3 veces en solucién de PBS 1X /1%
triton, cada una de ellas de 10 min. Al término de los lavados se agregaron los
anticuerpos secundarios respectivos por 1 hr. a temperatura ambiente en
agitacion, seguido de 3 lavados con PBS 1X /1% triton de 10 minutos cada uno.
Finalmente se revelaron por quimioluminiscencia. Para esto se utilizd el kit de
revelacion GE Healthcare Amersham (ECL Plus Western Blotting Detection

System) por alrededor de 1 minuto y fue revelado con pelicula Kodak XAR-5-ray
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(Sigma Chemical Co.), a diversos tiempos desde 30 segundos y hasta 10
minutos. Este mismo proceso se utilizd para analizar caspasa 3 y 9. Después,
las membranas utilizadas fueron desnudadas (eliminacion del anticuerpo) para
realizar una nueva prueba de western blot con actina como control de cargada,
siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente.

Finalmente se cuantificaron las intensidades de las bandas en un densitometro
computarizado de Molecular Dynamics con el software ImageQuant version

3.2.2.

5.5. Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN de acuerdo al procedimiento descrito en el kit Quantum PrepR
AquaPure Genomico DNAsgiorad para determinar su integridad o patron de
escalera, observandose en geles de agarosa al 12%, tefido con bromuro de
etidio, de cada uno de los cultivos con las diferentes concentraciones después
del periodo de incubacion.

Para extraer el ADN total se incubaron cajas de 6 pozos con alrededor de
1,500,000 de células por cada pozo y se incubaron por 24 hrs. bajo el mismo
procedimiento de cultivo celular ya mencionado y se aplicé el tratamiento a las
diferentes concentraciones que se manejaron para todos los experimentos.

Después de las 24 hrs. se desprendieron las células y se centrifugaron a 3,000
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rom por 10 minutos, después de lo cual, se desechd el sobrenadante, y al pellet
resultante se agregaron 300 ul de solucién de lisis pasando la disolucién a tubos
eppendorf de 1.5 ml. Se agregé también 1.5 pyl de RNAsa y se incubaron por 1
hr.a 37°C.

Al término de la hora de incubacion, se dejaron los tubos por 10 minutos a
temperatura ambiente y se agregaron 100 pl de solucién amortiguadora de
precipitacion por cada tubo. Se centrifugaron a 9,000 rpm por 10 minutos a 4°C
recuperando el sobrenadante y agregandole 300 pl de isopropanol. Esto se
centrifugd una vez mas a 9,000 rpm por 10 minutos a 4°C y obtuvimos un pellet
(ADN) que se lavo con etanol al 70%. Se recuper6 el pellet y se destaparon los
tubos para evaporar el etanol y posteriormente el pellet fue redisuelto en agua.
Estas muestras fueron corridas en gel de agarosa al 2% a 100V durante 1 hr a
temperatura ambiente, cumplido el tiempo se visualizaron en un transiluminador

de luz ultravioleta.

5.6. Determinacion de muerte celular
La induccion de la muerte celular fue determinada por la técnica de yoduro de
propidio por citometria de flujo. Para este andlisis, se cultivaron cajas de 6 pozos

con 1 x 106 de células por pozo por 24 hrs. siguiendo el procedimiento de cultivo
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celular. Cada caja fue utilizada para cada una de las diferentes concentraciones
manejadas.

Después del tiempo de incubacidn las células se desprendieron con ayuda de un
tallador, recuperando el contenido de cada pozo por separado en tubos Falcon
de 15 ml. Dichos tubos se centrifugaron a 3,000 rpm por 15 minutos a 4°C. El
sobrenadante se desecho y el pellet restante fue resuspendido con un poco del
medio que aun conservaban los tubos y fijadas con etanol al 70 % en frio.
Posteriormente las células fueron lavadas tres veces en PBS 1X,
permeabilizadas e incubadas por 30 min con 1 mg/ml de RNAsa y 20 pg/ml de
yoduro de propidio a temperatura ambiente en obscuridad. Finalmente, el
andlisis de las diferentes fases del ciclo celular se realizé6 en un citometro de

flujo, FACScan Becton Dickinson, San Jose California.

5.7. Medicién de formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

El diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) es una molécula no fluorescente
que por accion de esterasas es transformado en DCFH. Esta molécula es
oxidada posteriormente por ERO (aniéon superoxido, peroxido de hidrogeno y
radical hidroxilo) para dar paso a 2,7-DCF que es altamente fluorescente. Para
analizar la presencia de radical ‘OH se utiliz6 esta metodologia. Se lisaron

células tratadas y sin tratar (5 X 10%) en cajas de cultivo (0.7cm?2) de 6 pozos y se

Metodologia 45




- 'ft‘”

4R
el

EFECTO PROAPOPTOTICO DE LA CASIOPEINA I-GLY EN LA LINEA CELULAR GLIOMA C6 DE RATA IN VITRO pes 228

diluyeron en un concentracion 1:10 con 40mM de TRIS (pH 7.4), se les afaden
5 uM de DCFH-DA en metanol y se incuban por 15 minutos a 37°C. Una vez
transcurrido este tiempo se lisaron las células y se registro la fluorescencia a una
longitud de onda de 525 nm, haciendo una segunda lectura 60 min, después.

El contenedor fue térmicamente mantenido a 37°C. Se registro el nivel basal de
la fluorescencia de las sefales, tanto del control con metanol como de los
sustratos, antes de calcular la formacién de DCFH cuantificada a partir de una
curva estandarizada con metanol (Sigma, Aldrich). La autofluorescencia del
lisado celular fue siempre menor al 6%. El analisis se realiz6 con un
espectrometro de luminiscencia Parkin-Elmer LS50-B.

Para detectar la formacion del anion superéxido (principal especie reactiva de
oxigeno mitocondrial) se emplearon células cultivadas (5x103) en cajas redondas
de 0.7 cm? de 8 pozos (Daigger Vernon Hills, IL USA) e incubadas con 5 uM de
agente Mitosox (Molecular Probes, Eugene, OR USA) a 37°C por 5 minutos.

Las imagenes generadas fueron observadas con microscopio confocal invertido
de barrido laser (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) usando aceite x63 1.4 N.A.
y objetivos planacromaticos.

La excitacion de LTR a 510 nm fue provista por laser de helio-nedn y la emisién

de fluorescencia fue medida a 580 nm con un filtro de paso largo de barrera.
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5.8. Determinacion de la actividad enzimatica de superéxido dismutasa (SOD)

La actividad total de la SOD en los lisados totales de los cultivos controles y
tratados, se realizé siguiendo la técnica de Pedraza-Chaverri (Pedraza-Chaverri,
et al; 2000). El ensayo de inhibicion competitiva se realizé usando el sistema
xantina/xantina oxidasa para reducir el NBT (nitroazul de tetrazolio), empleando
una mezcla de reaccion conteniendo una concentracion final de 0.122 mM de
EDTA, 30.6 uM de NBT, 0.122 mM de xantina, 0.00 6% de albumina de suero
bovino y 49 mM de carbonato de sodio. A 500 pl del homogenado (1:100) se les
agregaron 2.45 ml de la mezcla antes descrita y 50 pl de xantina oxidasa (2.8
U/, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO USA) y se incubaron a 27 °C durante 30
min. La reaccion se detuvo con 0.08 mM cloruro de cobre vy las lecturas se
realizaron a una longitud de onda de 560 nm en un espectrofotdmetro de UV-
Visible VIS Perkin-EImer modelo lambda 20. La cantidad de proteina que inhibid
la reduccion de NBT al 50% se defini6 como una unidad de la actividad de SOD.
Los resultados se expresaron como U/mg de proteina. Para medir la actividad
especifica de MnSOD y CuZnSOD se inhibié con DDC (dietil-ditiocarbamato,
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO USA ). Para el ensayo de la actividad de
MnSOD, la muestra se incubo con 50 mM DDC a 30 °C durante una hora y
entonces se dializé por 3 hr con 3 cambios de 400 volumen de amortiguador

fosfatos 5mM pH 7.4 y 0.1 mM de EDTA. La actividad de CuZNSOD se obtuvo
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restando la actividad de las muestras tratadas con DDC de la actividad total de

SOD previamente medida.

5.9. Determinacion de la actividad enzimatica de Catalasa (CAT).

La actividad de catalasa fue determinada usando el método de Aebi, (Aebi, H.
1984) en el cual se mide la descomposicion del H2O> a 240 nm en un
espectrofotometro de UV-Visible VIS Perkin-Elmer modelo lambda 20. Los

resultados de actividad son expresados como A /mg de proteina.

5.10. Determinacion de la actividad enzimatica de Glutation Peroxidasa (GPx)

La actividad enzimatica de GPx se determind mediante la técnica de Hafeman y
col (Hafeman et al; 1974). Esta técnica permite valorar de manera indirecta la
actividad de GPx que después de la reaccion enzimatica degrada una
concentracion inicial conocida de GSH a una concentracion final desconocida
que es comparada con una curva de calibracion procesada simultaneamente. Se
tomaron 30 pl de cada uno de los lisados totales y se incubaron con 0.5 ml de
GSH 2 mM (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO USA) + 0.50 ml de buffer de
fosfatos 0.04M pH 7.0 + 0.25 ml de NaN2 0.01M, aforando a 2 ml con agua
desionizada. Esta mezcla se agité durante 5 min a 37 °C y se le agregdé 1 ml de

H202 1.25 mM preincubando a la misma temperatura durante 3 minutos mas.
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Posteriormente, se sustrajo 1ml de la mezcla incubada y se le agregé 4 ml de
acido metafosforico; esta mezcla se centrifugd durante 15 min; el GSH libre de
proteinas se determin6é usando 1 ml del centrifugado + 1 ml del amortiguador +
0.5 ml de DTNB (acido 5,5- ditiobis-2-nitrobenzdico). Después de 2 min, se midio
la absorbancia a una longitud de onda de 412 nm. Para estas cuantificaciones se
usé un espectrofotdmetro de UV-VIS Perkin-Elmer modelo lambda 20. Los

resultados de actividad se expresaron como U/mg de proteina.

5.11. Analisis estadistico
Todos los experimentos se realizaron por triplicado y fueron analizados con
empleando la prueba ¢ de student y prueba de Tukey para comparar grupos de

medias, usando un criterio de confianza de 95%.
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6. RESULTADOS

6.1. Morfologia

En general se puede decir que el sistema nervioso de los vertebrados es muy
similar y en especial entre los mamiferos. Debido a esto se han utilizado varios
modelos animales para el estudio de los tumores cerebrales, principalmente por
la imposibilidad técnica de realizarlos con humanos (Grobben, et al; 2002).

La necesidad de desarrollar estrategias terapéuticas para los gliomas ha llevado
a investigar posibles alternativas (Miura, et al; 2008). Desde hace mas de 40
afos se comenzo a trabajar con cultivos celulares de rata de diferentes especies
y subespecies. Las células gliales de rata (al igual que la mayoria de los
mamiferos) presentan muchas similitudes con las humanas y en ellas se han
probado modelos de glioblastomas inyectando células de glioma murino como el
tipo C6 (Benda, et al; 1968; Grobben, et al; 2002; Miura, et al; 2008).

Estas, son células gliales con morfologia de tipo fibroblastoide adherente con un
citoplasma ramificado rodeando a un nucleo eliptico manchado con reticulo
endoplasmatico amplio (Benda, et al; 1968; ATCC, 2010).

En este estudio al someterlas a tratamientos con Cas I-gly encontramos los
siguientes resultados. Las células controles (con DMSO al 20%) permanecieron

morfolégicamente sin ningun cambio en relacion a aquellas que si recibieron
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cualquiera de los tratamientos de Cas I-gly desde la concentracion mas baja de
1 pg/ml, hasta la mas alta de 15 pg/ml (Fig 1.1 A), siendo evidentes las
modificaciones en la morfologia que presentaron las células que recibieron
tratamiento.

Desde la dosis mas baja (1 pg/ml) la célula adquiere una forma redondeada y
contraida, ademas de presentar desprendimiento de la caja de cultivo (Figura 1.1
B). Estas alteraciones son mas evidentes conforme se incrementa la dosis, lo
que nos permite sugerir que Casiopeina I-gly induce cambios morfolégicos de

manera dosis-dependiente.

Figura 2. A) Células de glioma C6 de rata sin tratamiento. B) Células de glioma C6 de rata con
una dosis de Cas I-gly con una concentracion de 1 ug/mi; ya con esta dosis se pueden apreciar
cambios morfoldgicos en la célula (sefalados con flechas).

6.2. Viabilidad celular

Para analizar la viabilidad celular en presencia del farmaco se realizé un ensayo

de MTT por 24 hr. Al realizar dicha prueba, en la cual las células
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metabolicamente activas hidrolizan las sales de tetrazolio (ATCC, 2001), las
dosis utilizadas del farmaco ocasionaron una disminucion en la viabilidad celular
estadisticamente significativa al ser analizados por medio de una prueba
estadistica fde student, a partir de la primera dosis de 1 pg/ml.

En la tabla 1 se pueden observar los porcentajes de viabilidad que se obtuvieron

presentandose de la siguiente manera:

Tabla 1 Viabilidad celular

Dosis Ctrl (0 ug/ml) | 1 pg/mi 2.5 yg/mi 5 ug/mi 10 pg/ml 15 ug/ml
% células 100 + 86.44 + 73.84 + 47.74 + 29.72 + 27.02 +
metabélicamente 0.08 0.10 0.08 0.19 0.07 0.03
activas

Se puede notar que a partir de las primeras dosis hay un descenso en la
viabilidad, teniendo que entre el grupo control y el tratamiento a la dosis mas
baja (1 pg/ml) ya hay una diferencia en la viabilidad del 13.56%. Esto demuestra
que aun a dosis bajas ya se presenta un efecto, ocasionando una disminucion
en la viabilidad. Entre este grupo y el siguiente, de dosis de 2.5 pg/ml la
diferencia que se presenta es muy similar a la anterior con un 12.6%.

Es entre las dosis de 2.5 yg/ml y de 5 pg/ml, es donde se presenta la diferencia
mas grande, de 26.1%, indicando el cambio mas importante. Lo cual también

queda muy claro al observar el comportamiento en la grafica (Fig. 3), pues se
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puede observar que la viabilidad celular disminuye desde las primeras
aplicaciones, pero presentando su punto critico en el paso, entre las

concentraciones de 2.5 pg/mly 5 pg/ml.
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Figura 3. Efecto dosis-dependiente de Cas I-gly en la viabilidad celular de células C6. Se llevo a

cabo un ensayo de MTT para dicha medicion. P =< 0.05

Al comparar el grupo tratado con la concentracion de 5 pg/ml, con el grupo
control se observa que la diferencia se vuelve del 52.26% reduciendo la
viabilidad a poco mas de la mitad con respecto al grupo control, indicandonos
que a partir de esta concentracion, mas de la mitad de las células no presentan

actividad metabdlica.
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Con esto se pudo determinar que el farmaco, indujo la disminuciéon de la
viabilidad celular de una forma dosis-dependiente.

De la misma manera que en el caso de los estudios morfologicos, se puede
establecer esta relacidon dosis-dependiente. De hecho en los analisis
morfologicos las alteraciones que presentan las células confirman la inactividad
del metabolismo celular y son congruentes con los resultados de la viabilidad
celular, en donde también parece encontrarse que el punto critico esta entre las

dosis de 2.5 pyg/mly 5 pg/ml.

6.3. Ciclo celular

En el caso del cancer, las células crecen a un ritmo descontrolado en el que se
crean diferentes alteraciones que afectan procesos y vias que estan
relacionadas con su proliferacién y diferenciaciéon. Muchas de las cuales traen
como resultado desregulacion del ciclo celular (Hanahan y Weinberg, 2000;
Bisonnette et al; 1992; Garcia-Carranca 2003).

Se procedié entonces a analizar posibles diferencias en el efecto del Cas I-gly
con relacion a la etapa del ciclo celular donde se encontraban. Se evaluo si el
compuesto podria estar afectando a las células en algun punto del ciclo celular

en particular y con ello, disminuir la viabilidad como se describié en el apartado
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anterior. Para esto se realizd un ensayo de citometria de flujo empleando como
colorante el yoduro de propidio. Los resultados se presentan en la tabla 2.

En la etapa subGO en el grupo control es menor del 25% en condiciones
normales, sin tratamiento. A partir de la incorporacion del farmaco el porcentaje
de células que se encuentran en esta fase va aumentando considerablemente
de manera que al llegar a la concentracion mas alta de 15 ug/ml casi el total de

células (~ 95%) se encuentran en esta fase.

Tabla 2 Efecto de Cas I-gly en Ciclo Celular en Glioma C6

Cas I-gly (pug/mi) %subGO %G0/G1 %S/G2 %M
0 22.76 £ 1.82 36.46 + 3.39 2152 +1.94 19.4 £ 5.04
1 26.29 + 0.51 38.2+4.49 20.3+2.44 13.26 £ 1.54
25 28.38 + 2.15 48.85 + 3.08 14.75 £ 5.04 9.27 £ 6.08
5 83.75 £ 1.03 11.78 £ 0.76 3.61+0.26 0.83 + 0.05
10 91.03 £2.43 5.95 + 1.54 213 £ 0.50 0.66 + 0.25
15 94.23 £1.79 3.88 £ 0.82 1.23+0.34 0.32 £ 0.17

Los resultados estan expresados como media = desviacion estandar. La significancia estadistica
(p=0.05a, p=0.001b, p=0.0001c), fue obtenida, comparando las células no tratadas contra las

que recibieron tratamiento de Casiopeina I-gly (1, 2.5, 5, 10, 15 pyg/ml).

Por el contrario, el comportamiento del resto de los grupos es inverso,
presentandose asi que, a medida que la concentracion aumenta, el porcentaje

de células en determinada fase va disminuyendo. Tanto las fases G0/G1, como
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S/G2 y M, van disminuyendo el numero de células presentes en esa etapa a
medida que la dosis aumenta. Esto es muy claro en la figura 4, en donde se
puede observar las tendencias opuestas entre la fase subGO y el resto.

Es evidente el aumento en el porcentaje de células que pasan a fase subGO al
afadir el farmaco y ademas también queda de manifiesto el hecho de que se
presenta un efecto dosis-dependiente, donde se encuentra un cambio importante
entre las concentraciones de 2.5 pg/mly 5 pyg/ml.

En el siguiente grupo, en fase G0/G1, se puede encontrar que al contrario del
grupo subGO, el porcentaje de células va resultando menor a medida que las
dosis van siendo mas altas, excepto por la dosis de 2.5 pg/ml que aumenta en
relacion a la dosis de 1 pg/ml. Los siguientes grupos mantienen la misma

tendencia a reducir el porcentaje de células en esta etapa.
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Figura 4. Comportamiento de los porcentajes de ce€lulas presentes en cada fase del ciclo celular.

Aun en las concentraciones mas bajas e independientemente de la fase del ciclo
celular donde se encuentren, las células pasaron a subG0. Podemos establecer
que este caso, también se presenta un efecto dosis-dependiente, en el que el
farmaco impedira a las células continuar reproduciéndose, sin importar el
momento en que se encuentren.

Todo esto nos permite decir que estamos observando un decremento en la
viabilidad celular de manera dosis-dependiente, sin importar la fase del ciclo
celular donde se encuentren, pues las esta llevando directamente a la fase
subGO0 ocasionando su muerte. Estos resultados se han encontrado previamente
con otros tipos de casiopeinas en donde la viabilidad también presento un

comportamiento similar dosis-dependiente (Carvallo et al; 2008)
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6.4. Fragmentacién de ADN

Una buena cantidad de farmacos antineoplasicos tienen una actividad
relacionada con la induccion de apoptosis por via intrinseca. Esto se relaciona
directamente con la liberacién de citocromo c, el cual se libera de la mitocondria
para unirse con Apaf-1 (factor activante de caspasas apoptéticas) y la posterior
activaciéon de caspasas iniciadoras como la 9 y finalmente de las ejecutoras
como la caspasa 3. Por consiguiente se procedio a investigar si la naturaleza
del mecanismo esta relacionada con dicha activacion de caspasas.

Debido a esta importancia en el proceso apoptdtico se determind la posible
actividad de caspasa 3 y 9 por medio de Western Blot en células controles y

tratadas con casiopeina I-gly (Fig. 5).

Casiopeinal-gly 5 pg /ml por 24 hrs.

Caspasa3 Caspasa9

Procaspasa9

Caspasa9

Figura 5. Andlisis de Western Blot para caspasa 3 (A) y 9 (B), de muestras obtenidas de culfivos
control y tratados a diferentes tiempos de incubacion a una misma concentracion (5 ug/ml) a

intervalos de 3, 6, 12 y 24 hrs. cada uno.
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Para analizar la actividad de caspasas, se hizo utilizando una misma dosis de 5
ug/ml a 3, 6, 12 y 24 hrs. Se utilizaron anticuerpos (AC) que los reconocieran
fragmentos tanto inactivo (procaspasa 3; 30kd) como activo de caspasa 3
(17kd), asi como caspasa 9, en sus formas activa (34kd) e inactiva (procaspasa
9; 47 kd).

En el caso de caspasa 3 se observo la activacion, a medida que avanzé el
tiempo, al igual que la caspasa 9, donde claramente se puede observar la
activacion relacionada con el tiempo. A medida que aumentd éste, la actividad
fue aumentando también, siendo evidente a las 12 hrs, en comparacion con la
expresion que se tiene en el grupo control.

Al observar el patron obtenido del gel de agarosa se puede observar claramente
el fraccionamiento de ADN en un patron de escalera (Figura 6). Dicho patron
esta presente desde la concentracion de 1y 2.5 yg/ml, y con mayor claridad a
partir de la concentracién de 5 pg/ml, continuando en las concentraciones de 10

y 15 pg/ml. En el grupo control no se observé dicho patron.
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Concentraciones de Casiopeinal-gly 5 pg/mi
por 24 hrs.

0 1 25 5 10 15

Figura 6. Efecfo de la Cas I-gly en el ADN. Se puede observar e/ marcador en el carril extremo
izquierdo, seguido por los extracfos de células C6 control y los tratamientos después de 24

hrs.de incubacion con las diferentes concentraciones de Cas I-gly.

De esta manera, la Cas I-gly demostrd inducir apoptosis de manera dosis-
dependiente, y como también ya se ha demostrado en trabajos previos con otras
Casiopeinas® ocasiona la fragmentacién de ADN aun a concentraciones bajas
(Serment, et al; 2006). En relacion al aumento de niveles de caspasa 3, de
manera indirecta, se pudo observar en el gel de agarosa y encontrar la
formacién de fragmentos nucleosomales de ADN esto ademas puede estar
relacionado con la formacion de ERO, promovidas por la reducciéon del centro
metalico de cobre (Serment, et al; 2006). La caspasa 9 mostré actividad tiempo-

dependiente en el ensayo de cinética enzimatica. Esto sugiere como una de las
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vias de accion, un mecanismo dependiente de caspasas el cual puede ser
mediado por la liberacion del citocromo c y la consecuente formacion del
apoptosoma.

Con estos resultados se pudo encontrar uno de los mecanismos de acciéon del
farmaco, que refuerza y explica lo encontrado en los ensayos previos, pues esta
seria una de las respuestas a lo que se encontré en los analisis de ciclo celular,

viabilidad celular y morfologia.

6.5. Induccién de formaciéon de especies reactivas de oxigeno (ERO) por efecto
de Cas I-gly

La generacion de especies reactivas de oxigeno, es un evento de suma
importancia en el desarrollo que puede ocasionar que las células mueran aun en
condiciones normales. Sin embargo en el caso del cancer las tasas de
proliferacion se incrementan debido a la incapacidad de las células de entrar de
manera natural a un proceso de muerte, por lo que al generar dichas ERO se
ocasiona una detencion de la proliferaciéon y diferenciacion y con esto se
consigue llevarlas a la muerte por apoptosis.

En trabajos previos se ha descrito que una de esas casiopeinas (Cas ll-gly),
presenta una importante actividad formando ERO, activando a su vez vias

apoptoticas dependientes e independientes de caspasas (Trejo et al; 2005;
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Carvallo, 2007). Por lo tanto, se investigoé si Cas I-gly es capaz de inducir la
formacion de dichas especies reactivas de oxigeno.

La generacion de ERO fue determinada en lisados celulares de glioma C6
tratados con Cas I-gly usando la prueba de Diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA) para verificar la presencia de especies reactivas de oxigeno. Se
pudo observar un incremento significativo en la absorbancia en A= x nm con las

diferentes concentraciones que van de 2.5 ug/ml hasta 15 pg/ml de Cas I-gly

(Fig. 7).
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Figura 7. Aumento en la generacion de especies reactivas de oxigeno por efecto de Cas I-gly en
células C6. Resultados obtenidos usando /la prueba de Diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-
DA). P<0.05en 24 hrs.
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Al determinar que, efectivamente se estan produciendo ERO, se debia analizar
su efectividad al momento de enfrentarse a los sistemas antioxidantes celulares,
pues como ya se ha mencionado son mecanismos muy eficientes de eliminacion
de estas moléculas y con papeles muy especificos. Por esta razén se analiz6 la
eficiencia del farmaco en presencia de sistemas antioxidantes tanto enzimaticos
como no enzimaticos, utilizando diferentes enzimas y otros antioxidantes de
diferente origen.

En particular algunas enzimas se vuelven fundamentales en la eliminacion de
ERO, como CAT, SOD y GPx y se vuelven esenciales para la sobrevivencia
celular y aun cuando se presentan de manera extracelular pueden incrementarla
en condiciones de estrés oxidativo. Al aplicar estas enzimas a las células de
glioma C6, se pudo observar que las protegen, lo cual cambia al aplicar el
tratamiento de Cas I-gly. Esto ocasiona que las células resistan la presencia de
ERO pero sin conseguir mantener la viabilidad que se presenta en el grupo
control.

Uno de los blancos de las especies reactivas de oxigeno son las enzimas
antioxidantes las cuales trabajan en las células para evitar los dafnos que éstas
pueden ocasionar. Por lo tanto el trabajo continu6é con la determinacién de las
actividades enzimaticas de SODtotal, CuZnSOD, MnSOD, CAT y GPx, todas

ellas, proteinas que estan relacionadas con el mantenimiento celular y balance
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redox. Por lo cual se procedié a determinar si su actividad se veia afectada por
el farmaco, por un exceso de ERO o algun otro medio. Esto se realiz6 con
lisados celulares de glioma C6 control y tratadas con 1, 2.5, 5, 10 y 15 pg/ml de
Cas I-gly por 24 hrs (Fig. 8). Los resultados se analizaron por medio de la prueba
estadistica de Tukey.

El tratamiento de Cas I-gly disminuye la actividad de SODtotal (Fig. 8. A) a las
concentraciones de 1, 2.5, 5, 10 y 15 pg/ml ocasionando decrementos
porcentuales de 14.90%, 24.05%, 39.91%, 58.55% y 54,60% (15.82 £ 0,72,
1412 + 1.15, 1117 £ 0.61, 7.71 + 0.82, 8.44 + 1.32 U/mg de proteina)

respectivamente, mostrando un descenso en la actividad de la enzima.
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Figura 8. A) Actividad de SOD fotal; cada barra representa a un grupo experimental de células de
glioma C6. La primera es el grupo confrol sin ningun fratamiento. A partir de la segunda se
encuentran los grupos sometfidos a tratamiento de 1, 2.5, 5, 10 y 15 ug/ml por 24 hrs. siendo igual
para los siguientes grdficos (B, C, D y E). B) Actividad de CuzZnSOD, se incluye el ensayo de
Western Blot con cinéfica enzimatica a la misma concentracion (5 ug/ml) por 24 hrs. C) Actividad
de MnSOD por debajo se observa el resultado del analisis de Western Blot a diferentfes
concentraciones en un mismo tiempo. D) Actividad de catalasa mostrando, al igual que en al caso
anterior el andlisis de Western Blot con diferentes concentraciones. E) Actividad de glutation

peroxidasa a diferentes concentraciones.
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Esta enzima se calculo considerandola también por separado analizando la
actividad de dos de sus tipos (CuZnSOD y MnSOD). En el caso de CuZnSOD
(Fig 8. B) se obtuvo un decremento de actividad mas dramatico que en SODtotal
presentando valores porcentuales negativos de actividad de 17.58%, 29.65%,
53.63%, 85.5% y 81.6% (10.92+0.54, 9.32+0.93, 6.14+0.68, 1.92+1.18, y
2.44+1.43 U/mg de proteina), respectivamente, a las mismas concentraciones
del farmaco (1, 2.5, 5, 10 y 15 pg/ml). Por su parte la actividad enzimatica del
grupo control fue de 13.25+1.28 U/mg de proteina.

El mismo comportamiento se observo en la actividad de CAT (Fig 8. D) teniendo
un decremento en su actividad de 29.10%, 29.10 %, 61.35 %, 72.28 %, 99.08 %
y 100% (0.0039 + 0.00032, 0.0021 + 0.00008, 0.0015 + 0.00034, 0.0005 +
0.00015 y 0.00032 + 0.0002274 U/mg de proteina) a las concentraciones de 1,
2.5, 5,10y 15 pyg/ml de Cas I-gly, respectivamente; mientras que la actividad del
grupo control fue de 0.00556+0.005034 U/mg de proteina.

Sin embargo en el caso de MnSOD (Fig. 8. C) las diferencias porcentuales de
descenso de actividad son de 8.07%, 10.13%, 5.94%, -8.26% y -12.34%,
pudiendo observar incluso, un incremento de actividad a las concentraciones de
10 y 15 pg/ml y sin presentar diferencias significativas a ninguna concentracion

(4.91+0.96,4.80+1.12,5.02 + 1.29, 5.78 £ 0.75, 6.00 = 0.36).
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De la misma manera al analizar los datos de actividad de GPx (Fig 8 E) no se
encontraron diferencias significativas entre las diferentes concentraciones (0.13
+0.01,0.11 +£0.01,0.13 £ 0.03, 0.15 £ 0.02 y 0.12 + 0.02). Asimismo los valores
porcentuales de decremento nos indican aumentos en la actividad de esta
enzima (33.02%, 17.91%, 31.68%, 58.28% y 24.84%).

CuzZnSOD y CAT son enzimas muy importantes en el control y mantenimiento de
los niveles de especies reactivas de oxigeno en la célula. Sin embargo en
presencia de Cas I-gly (aun a bajas concentraciones) no pueden realizar su
tarea de wuna manera totalmente eficiente. Esta eficiencia disminuye
considerablemente a manera que la concentracion del farmaco aumenta y
sucede una relacion proporcional, en la que la actividad de las enzimas
disminuye a medida que aumenta la concentracion del compuesto y en las
concentraciones mas altas la actividad se ve reducida casi en su totalidad
después de 24 hrs.

Esto se podria relacionar con hecho de que el exceso de H2O2 generado por
CuZnSOD puede reaccionar con metales de transicion como el Cu (Rivero-
Mdller, 1999). Sin embargo es de considerar que la actividad de CAT disminuye,
puesto que esta enzima tolera altas concentraciones de peroxido, aumentando
su actividad cuando la concentracion aumenta (Baquero, 2005). Asi, aumenta la

toxicidad por la generacion de ERO, altamente toxicas para la célula. Este
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comportamiento no se presentd para el caso de MnSOD y GPx probablemente
por la ausencia de una molécula de algun metal del grupo mencionado.

Las actividades enzimaticas asi como la expresion de MnSOD y GPx
permanecieron sin cambio en ninguna de las concentraciones, habiendo
utilizado el mismo esquema que en los casos anteriores (1, 2.5, 5, 10 y 15 pg/ml
de Cas I-gly).

En estudios con otras casiopeinas se ha sugerido que la oxido-reduccién puede
suceder desde antes de que la casiopeina cruce la membrana celular (Rivero-
Mdiller, 1999). En este espacio extracelular la catalasa se encargaria de remover,
por lo menos parcialmente, las ERO presentes en ese sitio.

En base a estos datos se puede concluir que una de las vias de induccién de
apoptosis de la Cas I-gly es producir especies reactivas de oxigeno, sin embargo
no es la unica y presentan una alta eficiencia para llevar a las células

neoplasicas a un proceso de muerte celular.
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7. DISCUSION

El estudio del cancer y sus posibles tratamientos es una rama creciente y
prometedora dentro de la investigacion biomédica. Los estudios relacionados
con esta area avanzan encontrando y describiendo las vias de funcionamiento
de la enfermedad misma y sus posibles tratamientos.

Un buen modelo de investigacion para el estudio de glioblastomas, han sido las
células de glioma C6 de rata, las cuales presentan varias similitudes con las de
otros mamiferos (Benda et al; 1968; Grobben et al; 2002; Miura et al; 2008). Esto
resulta relevante al pensar en los gliomas de alto grado cerebrales que afectan
al ser humano y posibles alternativas terapéuticas que surgan de este modelo.
Este tipo celular ya ha sido estudiado con anterioridad para probar otras
Casiopeinas (Trejo et al; 2005) y en nuestro caso, los resultados nos indican que
la Cas I-gly incrementa la muerte celular por apoptosis de manera dosis-
dependiente. Parte fundamental del éxito en el desarrollo de nuevos
tratamientos, consiste en conseguir precisamente la induccién de apoptosis, lo
cual puede darse por diferentes vias, que pueden estar trabajando de manera
independiente o simultanea y que se ha observado con otras casiopeinas
(Carvallo et al; 2008; Carvallo, 2007, Trejo et al; 2005). En las diferentes pruebas

realizadas se observa, que es efectiva aun desde sus concentraciones mas
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bajas, induciéndolas a entrar en el proceso apoptotico por diversas vias,
dependientes e independientes de caspasas.

Desde las concentraciones mas bajas promueve la induccion de apoptosis de
acuerdo a los cambios morfoldgicos y citologicos. Al igual que en el caso de Cas
lI-gly y Cas lll-ia se ha identificado que una de las vias de accion es la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Carvallo, et al; 2008;
Carvallo, 2007; Trejo, et al; 2005; Serment, 2006).

En trabajos previos se ha descrito como funcionan otras casiopeinas para
producir ERO (Kachadourian et al; 2010). Se ha propuesto que una de las vias
tiene que ver con la muy probable interaccion de la casiopeina con compuestos
tidlicos como el glutation (Marin-Hernandez et al; 2003). Se ha propuesto que
podria relacionarse con glutation peroxidasa (Gpx), la cual estaria reaccionando
con Cas I-gly reduciendo el complejo de cobre (Cu) y dando origen al radical
glutatil (GS*) que podria reaccionar con otro glutation (GSH) para originar
glutation oxidado (GSSG) o también puede reaccionar un GSH con oxigeno para
formar ion superoxido (O2) y GSSG. La formacion de Oz y GSSG también
podria resultar de la oxido-reduccion de Cas I-gly con glutation y oxigeno
(Kachadourian et al; 2010).

Posteriormente la superoxido dismutasa convierte el Oz en perdxido de

hidrogeno (H202) que reacciona con la casiopeina reducida para producir radical
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hidroxilo (*OH) que puede iniciar el dafo mitocondrial que se traduce en un
desbalance de la expresion de proteinas de cadena respiratoria y un aumento en
la produccion de ERO. La consecuente disfuncion mitocondrial resultaria como
producto de los bajos niveles de GSH y el aumento de los niveles de H20>

(Kachadourian et al; 2010).
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Figura 9 Hipdtesis de la formacion de ERO (Kachadourian et dl; 2010).

También se ha establecido que otro de los mecanismos esta relacionado con
alteraciones mitocondriales no nucleares, como el colapso del potencial de
membrana ocasionado por apertura de canales de K*, pérdida en la homeostasis
de Ca?*, inhibicidon del estado 3 de respiracion por induccién de liberacion del
citocromo cy el consecuente incremento de las ERO (Marin-Hernandez et al;

2003).
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Desde el nivel morfolégico se pueden observar cambios tipicos del proceso
apoptético, como el redondeo contraccion claramente visible de las células,
mientras que en el gel de agarosa se encontré la formacion de fragmentos
nucleosomales de ADN, asi como la actividad de caspasa 3 y 9, pruebas de
induccion de apoptosis por via dependiente de caspasas (Carvallo, 2006; Trejo,
2005) y que no se habian descrito para el caso de Cas I-gly (Sanchez-Bartéz,
2006). Esto ademas nos indica que las células estan pasando a fase subGO del
ciclo celular, lo cual ya se ha observado con algunos otros tratamientos
antineoplasicos (Lin, 2006) y ocasiona que las células mueran por via apoptotica
sin importar la fase del ciclo en que se encuentren.

Los tratamientos a base de Cu han probado ocasionar alteraciones en el ciclo
celular (Huster et al; 2007; Trejo et al; 2005) ocasionando en algunos casos, por
ejemplo, en ciclinas y cinasas, Yy efecto que al parecer se presenta
independientemente de la especie animal en la que sea aplicado (Huster et al;
2007).

Se ha probado que el farmaco no ocasiona este efecto en células normales,
incluso en trabajos /in vivo probablemente debido a que la célula neoplasica es
mas vulnerable al haber cambios en su fisiologia, como en el potencial de
membrana (Sanchez-Bartéz, 2006), demostrando que las casiopeinas pueden

ser mas eficientes como antineoplasicos, que los tratamientos convencionales
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(Tovar, 2006) que son altamente agresivos para todas las células, aun aquellas
que se encuentran sanas como ya se ha probado en linfocitos (Sanchez-Bartéz,
2006).

En otros estudios se ha encontrado efecto del farmaco bajo ciertas condiciones
de tiempo o con ciertas concentraciones (Trejo et al; 2005), en nuestro estudio
Cas I-gly empieza a actuar desde las concentraciones mas bajas, manteniendo
un comportamiento dosis-dependiente.

Se sabe que los metales de transicion producen alta toxicidad generando ERO y
que pueden reaccionar de diferentes maneras con varias moléculas de los
organelos, restando proteccion a la célula (Stons, y Bagchi, 1995; Southorn y
Powis, 1988; Rivero-Miller, 1999). En particular el cobre (Cu) presenta alta
propensién a participar en reacciones de Fenton y con ello ocasionar una alta
toxicidad (Carvallo, 2007) por lo que algunos de estos metales son usados como
agentes antineoplasicos, precisamente porque pueden eliminar células
tumorales.

También se ha descrito que debido, precisamente a la presencia del Cu, otras
casiopeinas catalizan ERO excediendo la capacidad de los mecanismos de
proteccion de las mismas células. Se ha sugerido que esto sucede por efecto del
potencial redox de las casiopeinas, principalmente relacionado con el centro de

Cu por la presencia de fuertes agentes reductores (Rivero-Miiller, 1999).
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Esto ocasiona dano en biomoléculas y estructuras celulares que finalmente
llevan a la célula a la muerte (Rivero-Muller, 1999). La presencia de Cu debe ser
una de las causas de la efectividad de la Cas I-gly, pues se pudieron observar
danos a diferentes estructuras celulares como las mitocondrias al observar
cambios como la liberacién del citocromo ¢y caspasas 3 y 9 y en estudios
previos se ha demostrado que las casiopeinas causan dano a estos organelos
por bloqueo de algunas vias y desacople de la cadena respiratoria asi como
peroxidacién de lipidos, lo que ocasiona la liberacién de factores apoptogénicos.
(Serment, 2006).

Los electrones desapareados de las ERO les confieren una alta reactividad que
ocasiona diferentes afectaciones y hay evidencia de que estan relacionadas con
una buena cantidad de enfermedades del sistema nervioso, encontrando que
algunos neurotransmisores estan relacionados con este proceso (Rukmini et al;
2004). Para evitar el dafo causado por las ERO, en condiciones normales, las
células cuentan con sistemas antioxidantes enzimaticos que evitan que mueran
por esta causa (Carvallo, 2007; Hansberg, 2002; Rukmini et al; 2004), pero que
no resultan suficientes para detener el trabajo de Cas I|-gly. Basicamente
encontramos que mientras CAT, SOD total y Cu/ZnSOD disminuyen su actividad
de manera dosis-dependiente, MnSOD y Gpx no presentan un cambio

significativo. Este comportamiento podria explicarse debido a diferentes causas:
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En el caso de la superdxido dismutasas, se puede decir que en eucariontes se
encuentran presentes actuando sobre el anidon superdéxido que se produce
ocasionalmente durante la reduccion del dioxigeno, lo cual ocurre de manera
natural durante los procesos de respiracion y fotosintesis (Hart, et al; 1999).
Estas, son enzimas que contienen diferentes cofactores metalicos por lo que no
todas mantienen una misma férmula o estructura y gracias a los cuales son
clasificadas (Huang et al; 2006; Parker y Blake, 1988), y en este caso se les
analizo en conjunto y por separado a aquellas que contienen Cu/Zn y Mn como
cofactores encontrandose diferencias en sus actividades.

Podemos establecer que pueden existir diferencias en su comportamiento
debido a causas estructurales y evolutivas. El tipo asociado a manganeso (Mn)
esta relacionado evolutivamente con el que se coordina con hierro (Fe) y se
encuentran presentes en procariontes y eucariontes mientras que CuZnSOD es
exclusiva de eucariontes, lo que sefiala como mas primitivas a las dos primeras
(Parker y Blake, 1988). Esto ademas esta relacionado con el hecho de que las
estructuras primarias, secundarias y terciarias son muy similares entre los tipos
Fe y Mn, con particular similitud en los pliegues ternarios y siendo practicamente
idénticos los ligandos a cofactores metalicos guardando ninguna similitud con el

tipo CuZnSOD.
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En el caso particular del sistema nervioso (central y periférico) se tiene
conocimiento que ambas superéxido dismutasas estan presentes, aunque no
estan bien definidas sus distribuciones, mas se ha comprobado, que alteraciones
en estas enzimas tienen relacion con enfermedades de este sistema (Huang et
al; 2006; Pardo et al; 1995). Los estudios al respecto de la localizacién particular
de CuzZnSOD aun son limitados y solo se ha descrito que hay una amplia
presencia en sistemas nerviosos centrales, por Io menos para los casos murino y
canino y en particular se ha identificado que es abundante y tiene importante
actividad en células gliales (Pardo et al; 1995).

En el caso de CuZnSOD, la presencia de Zn es fundamental para regular la
capacidad de oxidar y reducir del Cu, debido a la fuerte coordinacién que existe
entre ellos por un puente de histidina (Chillemi et al; 1997; Pardo et al; 1995) que
es unico de esta enzima (Hart et al; 1998). Si hay ruptura de estos puentes la
molécula pierde estabilidad y no actua adecuadamente perdiendo su estructura
tridimensional y lo cual esta intimamente relacionado con los cambios de
concentracion del zinc y en algunos casos se ha demostrado que la actividad de
enzimas con caracteristicas similares al glutation pueden ocasionar una
deficiencia por lo menos temporal del Zn (Huang et al; 2006). Esto ocasionaria
decrementos en la actividad de la enzima sin poder restablecerse, aun con

adicion de Zn, siendo el estrés oxidativo, la principal causa de los cambios
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estructurales de SOD y se ha propuesto que aumentos en la peroxidacion de
lipidos pueden tener este efecto de la misma forma que con la catalasa (Huang
et al; 2006).

Por otro lado, la otra superoxido dismutasa analizada fue la MnSOD y se sabe
que esta enzima parece bastante estable aun en concentraciones altas de H20:
(Parker y Blake, 1988). En otros tipos de cancer (como el ovarico), se ha
demostrado que la actividad de MnSOD se incrementa. En el caso de algunos
glioblastomas y astrocitomas, se ha encontrado que un factor importante es el
papel de TNFa, pues en células que presentan una alta actividad de MnSOD
también presentan una alta resistencia a la citotoxicidad de este factor, mayor
resistencia a farmacos con actividad redox y con ello, a presentar dafno en ADN
(Cobbs et al; 1996); el factor TNFa también influye en la actividad de Gpx
ocasionando la inhibicion de su actividad (Cisneros et al; 1997).

Mientras tanto, aquellas células que tienen una baja actividad de MnSOD,
presentan alta propension a sufrir los efectos de TNFa y entrar en proceso de
muerte celular (Cobbs et al; 1996) lo cual podria estar sucediendo con la
aplicacion del farmaco, pues aunque no observamos que disminuye su actividad
tampoco aumenta y se mantiene sin poder detener el efecto de las ERO
generadas ademas de que sabemos que varios tipos de tumor presentan baja

actividad de MnSOD (Oberley y Bueftner, 1979).
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La Gpx esta involucrada en el proceso de reduccién de H2O2 y parece estar
distribuida de manera uniforme en el cerebro y casi exclusivamente en células
gliales (Moreno, et al; 1995). También se ha demostrado que su actividad
depende de la concentracion de los sustratos a ser oxidados (Epp, et al; 1983) y
aumenta en el caso de células tumorales ocasionando una alta resistencia a
farmacos. Ademas en el caso de otros trastornos del sistema nervioso se ha
encontrado que existe una relacion inversa entre la actividad de esta enzima y
superoéxido dismutasa. Cuando los pacientes presentan mayor actividad de SOD
también expresan niveles menores en la actividad de Gpx, aun en el caso de
personas sanas (Abdalla et al; 1986).

En el caso del sistema nervioso, por lo menos en su seccion central, la catalasa
(CAT) esta asociada a pequefios componentes celulares como
microperoxisomas, presentado una distribucion bastante uniforme a lo largo del
sistema (Brannan et al; 1981; Zimatkin y Lindros, 1996). Se considera que, en
general, el nivel de actividad de esta enzima, en el total del sistema nervioso es
bajo, sin embargo de manera local puede tener una funcionalidad de importancia
considerable (Gaunt y De Duve, 1976; Zimatkin y Lindros, 1996) y amplia
relevancia en padecimientos neurolégicos (Moreno et al; 1995). La CAT se
presenta practicamente en todas las células del sistema nervioso aunque a

diferentes concentraciones (Moreno et al; 1995) y podria sugerirse que la
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actividad que estamos observando puede también estar relacionada con el
hecho de que se ha comprobado que los microperoxisomas con actividad de
catalasas en células adultas, se encuentran casi exclusivamente en células
gliales y algunas neuronas aminérgicas (Moreno et al; 1995; Zimatkin y Lindros,
1996).

De esta manera es probable que se encuentre que las actividades de CAT y
CuzZnSOD presenten un aumento en su actividad puesto que se sabe que
ambas, trabajan de manera coordinada, igual que lo hacen la glutatidon
peroxidasa y glutation reductasa. Ambos sistemas no trabajan de forma
simultanea y de hecho se ha comprobado que CAT trabaja cuando se presentan
altas concentraciones de ERO, mientras que Gpx lo hace a bajas y siendo
mutuamente excluyentes (Cisneros, et al; 1997). Esto podria explicar el
decremento en las actividades de CAT y CuZnSOD pues al trabajar como un
sistema conjunto a altas concentraciones, lo que se esta observando es que
estas comenzarian a funcionar, pero no son suficientes para restaurar el
potencial de membrana y Gpx estaria presentando el comportamiento tipico de
células tumorales en los cuales aumenta su actividad (Cisneros, et al; 1997).
Ademas podria sugerirse que se generan altas concentraciones de ERO por lo
que la actividad de CAT/CuzZnSOD se vuelve mas importante e inhibe a Gpx y

sumado a la resistencia natural que esta enzima presenta en células tumorales,

Resultados y discusion 79




EFECTO PROAPOPTOTICO DE LA CASIOPEINA I-GLY EN LA LINEA CELULAR GLIOMA C6 DE RATA IN VITRO

podriamos establecer que su actividad no desciende aunque tampoco es
suficiente para acabar con las ERO generadas.

Esto ademas, causaria el incremento de la actividad de SODtotal, pues también
se ha encontrado que en condiciones de aumento del estrés oxidativo las
actividades de esta enzima se incrementan como consecuencia de la
descomposicion oxidativa de algunos neurotransmisores (Rukmini et al; 2004).
Como en el caso de otras casiopeinas, Cas I-gly, presenta un mecanismo
dependiente de caspasas. En este caso tenemos evidencia de un proceso
apoptotico por via intrinseca donde esta funcionando la caspasa 9 como
iniciadora, lo que esta relacionado con la liberacion previa de citocromo ¢, un
mecanismo que ya se ha comprobado en el funcionamiento de otras
casiopeinas. De esta manera se esta generando el apoptosoma y la posterior
activaciéon de la caspasa ejecutora 3 la cual hidroliza a ICAD (DFF45/inhibidor de
DNAsa-activada por caspasa 3 para obtener CAD que se transloca al nucleo,
con lo cual ataca directamente a la cadena de ADN (Todor et al, 2002),
resultando una de las vias de fragmentacion que observamos.

Otra posible via por la que esta teniendo este efecto es debido a sus mismas
propiedades quimicas, pues se ha demostrado que el cobre unido a 1,10-
fenantrolina forma un complejo que presenta actividad nucleasa, rompiendo la

cadena de ADN por medio de un mecanismo oxidativo, por si solo y al trabajar
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con peroxido de hidrégeno actua como nucleasa artificial. De esta manera, ataca
atomos de carbono (C1’) de la desoxiribosa del ADN, en condiciones fisiologicas
(Sigman et al; 1979) y el idn de cobre en presencia de peroxido de hidrogeno es
capaz de romper el ADN causando daino mayor que otros iones metalicos como
el Fe*3 (Aruoma et al; 1991).

De esta manera, los resultados nos indican que la Cas I-gly se presenta como un
promisorio farmaco en el tratamiento de gliomas cerebrales de alto grado que
actualmente no cuentan con alternativas que ofrezcan una sobrevida

considerable.
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8.

CONCLUSIONES

Casiopeina I-gly ocasion6 alteraciones apoptoticas en células de glioma C6, de

manera dosis-dependiente, aun desde las concentraciones mas bajas. Este

comportamiento se pudo observar en las diferentes pruebas realizadas. En base

a lo anterior se concluye lo siguiente:

1.

Morfolégicamente Cas I-gly esta induciendo cambios en las células desde
las dosis mas bajas y aumentando conforme las dosis se incrementaron.
La Cas I-gly disminuye la viabilidad de las células expuestas al farmaco
también de una manera dosis-dependiente.

El farmaco esta actuando sin importar la fase de ciclo celular en el que se
aplique ocasionando que las células pasen a fase subGO y se presenta
con una dependencia de la dosis.

Cas I-gly induce fragmentacion del ADN como efecto de las caspasas 3 y
9 evidenciando la presencia del proceso apoptotico por via intrinseca.

En base a las propiedades quimicas que presenta el cobre que contiene
la Cas I-gly presenta efectos sobre la viabilidad celular debido a la
formacion de especies reactivas de oxigeno y aun en presencia de

sistemas antioxidantes enzimaticos, no permite que las células proliferen.
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9. GLOSARIO

Acido nucleico. Polimeros de alta masa molar, formados por la repeticion de monémeros
denominados nucledtidos, mediante enlaces fosfodiéster y que tienen importante papel en el
proceso de sintesis de proteinas.

Aminoacido. Moléculas organicas de tamafio pequefio que cuentan con un grupo amino y uno
carboxilo unidos a través de un atomo de carbono que completa su valencia con un atomo de
hidrégeno y un residuo R que identifica a los diferentes compuestos, los cuales se combinan
para formar proteinas.

Angiogénesis. Fendmeno fisiolégico que ocurre durante el desarrollo embrionario y en la
reparacion de heridas. De manera desregulada, es un mecanismo clave en algunas condiciones
patologicas, como en la génesis tumoral e inflamacién cronica.

Apoptosis. Tipo de muerte celular en la que una serie de procesos moleculares en la célula
conducen a su muerte. Este es el proceso normal mediante el cual el cuerpo se deshace de
células innecesarias 0 anormales. El proceso de apoptosis puede estar impedido en las células
cancerosas. También se llama muerte celular programada.

Astrocitoma anaplasico. Tumor que empieza en el cerebro o la médula espinal, cuyas células
pequefias en forma de estrella se llaman astrocitos.

Bcl-2. Familia de proteinas relacionadas con procesos de permeabilizacion mitocondrial y
procesos apoptoéticos de via intrinseca. Su nombre se deriva de la primera proteina descubierta
de esta familia, el protooncogén Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)

Carbonilacién. Reaccion quimica consistente en la introduccion de una molécula de mondxido de
carbono en otra molécula de naturaleza organica o inorganica que produce carbonilos.

Caspasa: familia de cistein aspartato proteasas que se encuentran en la célula; el residuo de
cisteina les permite participar en la ruptura de proteinas, y son esenciales en el proceso de
apoptosis.

Citocromo c. Proteina monomérica pequena (con un solo polipéptido), que funciona como
transportador electrénico mitocondrial entre los complejos respiratorios Il y V.

Citometria de flujo. Técnica de analisis celular multiparamétrico cuyo fundamento se basa en
hacer pasar una suspension de particulas alineadas, por delante de un haz de laser focalizado.
Citopenia. Deficiencia de uno o mas tipos de células de la sangre, puede desarrollarse durante la
terapia del cancer.

Citosina. Una de las cinco bases nitrogenadas que forman parte de los acidos nucleicos (ADN y
ARN). Es un derivado pirimidinico, con un anillo aromatico y un grupo amino en posicién 4 y un
grupo ceténico en posicion 2.

Citotdxicidad. Calidad de toxico para células.
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Compuestos de coordinacién. Complejo neutro o cargado constituido por un catiéon metalico y un
conjunto de moléculas organicas denominados ligantes que posean atomos con pares de
electrones que puedan compartir con el ion metalico.

Despolimerizacion. Transformacién de un polimero en un compuesto mas simple.

Electroforesis. Proceso que se utiliza para separar macromoléculas en una solucién segun la
movilidad de estas en un campo eléctrico. La separaciéon puede realizarse sobre la superficie
hidratada de un soporte solido (electroforesis en papel o en acetato de celulosa), a través de una
matriz porosa (electroforesis en gel), o en disolucién (electroforesis libre).

Enzima activa. También denominada holoenzima, resulta de la combinacion de una apoenzima y
su(s) cofactor(es).

Esterasa. Enzima que cataliza reacciones de hidrdlisis (fase | de la biotransformacion) de ésteres
carboxilicos (carboxiesterasas), amidas (amidasas), ésteres de fosfato (fosfatasas), entre otros.
Farmaco. Cualquier sustancia, diferente de un alimento o un artefacto, que se utiliza para el
diagndstico, el alivio, el tratamiento y la curacion de las enfermedades, asi como para la
prevencion de las mismas.

Gen. Secuencia de nucleétidos del DNA que codifica un producto proteico. Incluye regiones
anteriores y posteriores a la region codificante, asi como secuencias interpuestas (intrones) entre
segmentos codificantes (exones).

Glioma. Tipo de tumor que se origina en el cerebro o la médula espinal. Se le llama glioma
puesto que se origina a partir de las células gliales.

Hemangioblasto. Célula mesodérmica embrionaria que origina el endotelio vascular y las células
hematopoyéticas.

Hidroxilacién. Cualquier proceso quimico que introduzca unos o mas grupos del oxhidrilo (- OH)
en un compuesto (o radical).

Hipoxia. Trastorno en el cual, el cuerpo por completo (hipoxia generalizada), o una region de el
(hipoxia de tejido), se ve privado del suministro adecuado de oxigeno.

Homeostasis. Estado de equilibrio dinamico o el conjunto de mecanismos por los que todos los
seres vivos tienden a alcanzar una estabilidad en las propiedades de su medio interno.
Inmunoglobulinas. Proteinas plasmaticas producidas por el sistema inmune en respuesta a la
presencia de sustancias extrafias potencialmente dafinas que puedan amenazar al organismo.
Interleucina. Proteina soluble de bajo peso molecular mediadora de crecimiento celular,
inflamacion, inmunidad, diferenciacién y reparacion, entre otras actividades.

Metastasis. Proceso en el que las células pierden su localizacion especifica dirigiéndose a los
tejidos y érganos préximos, desarrollando la capacidad de invadir otros tejidos, adquiriendo la

posibilidad de crecer en localizaciones o ambientes diferentes a aquel sitio donde se originaron.
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Necrosis. Proceso de muerte celular violento, originado por estimulos ambientales que
ocasionan una disrupcién de la homeostasis.

Neoplasia. Masa anormal de tejido, producida por multiplicacion de algun tipo de células de
manera descoordinada con los mecanismos que controlan la multiplicacién celular en el
organismo.

Normoxia. Nivel normal de oxigeno.

Nucleasa. Enzima que produce la rotura de los enlaces fosfodiester de la cadena polinucleotidica
de los acidos nucleicos.

Nucleosoma. Formacién nuclear en la que el ADN se enrolla alrededor de proteinas de tipo
histona. Es el primer nivel de enrollamiento de ADN.

Oncogen. Gen cuya funcion es la de codificar proteinas como los factores de crecimiento, que
regulan la transcripcion o bien la replicaciéon del ADN; indispensables para la regulacién de la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis.

Oxidacion. Reaccion quimica donde un metal o un no metal, cede electrones.

Paracrino. Secrecion de una sustancia (hormona o factor de crecimiento) que es utilizada por las
células adyacentes a las que la produce.

Peroxidacion. Oxidacion al grado mayor posible que causa la formacién de un peréxido.
Procaspasa. Caspasa en forma inactiva, formada por dos subunidades de diferente peso
molecular.

Proteasa. Enzima proteolitica que degrada total o parcialmente a las proteinas.

Proteolitico. Degradador de proteinas.

Protooncogenes. Genes de células normales que tienen la capacidad potencial de convertirse en
oncogenes después de su activacion por transduccion debida a retrovirus, reordenamientos de
ADN o mutaciones puntuales.

Quelato. Estructura molecular en la que los iones metalicos se hallan unidos a un compuesto
organico.

Reaccion de Fenton. Se produce de la catdlisis de peroxido de hidrégeno con hierro que
ocasiona la generacion de radicales altamente reactivos de acuerdo a la siguiente reaccion: Fe2*
+ H202 > Fe3 + OH- + OH-

Tumor. Nombre dado al aumento o lesion producida por el crecimiento anormal de células.
Vasculogénesis. Evento biologico que se inicia de manera temprana en el embridén partir de la
diferenciacion de células de la hoja visceral del mesodermo lateral hacia el hemangioblasto.
Western blot. Técnica usada para la deteccion de proteinas, mediante el uso de un gel de
electroforesis el cual transferira las proteinas a una membrana de nitrocelulosa, donde se

analizan con la ayuda de anticuerpos especificos.
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