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RESUMEN

Teniendo su origen desde la antigliedad, el cancer es un grupo de
enfermedades que causan altos indices de mortalidad afectando
todos los grupos sociales y, etarios. Esta enfermedad se caracteriza
por una multiplicacion anormal y desordenada de las células, la cual
normalmente presenta resistencia a sefales que inducen la muerte
celular (apoptosis). Al tener un crecimiento incontrolado, las células
cancerosas tienden a diseminarse fuera del lugar de origen e invadir
tejidos por extensidén o infiltracion (metastasis). En México, durante
las ultimas décadas, el cancer cérvico-uterino (CaCU) representa un
problema de salud publica, colocandolo como el segundo cancer mas

comun después del cancer de mama.

Debido a la importancia que desde hace afos ha presentado esta
enfermedad, la Dra. Lena Ruiz Azuara dentro de la Facultad de
Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México, inicid un
proyecto encaminado al desarrollo de farmacos antineoplasicos con el
fin de contar con alternativas de antineopldsicos que puedan llegar a
manos de la poblacion con menor toxicidad y costo que los ya
existentes. Estos farmacos fueron nombrados como Casiopeinas® y
contienen al Cobre (II) como centro metadlico y dos ligantes
bidentados en su esfera de coordinaciéon, uno de ellos es una diimina
(N-N) y el otro puede ser un aminoacidato (N-O) o donador (O-0O)
como el salicilaldehido o el acetilacetonato. Actualmente se cuenta
con mas de 100 Casiopeinas® sintetizadas, y algunas de ellas han
sido evaluadas bioldgicamente mostrando actividad antineoplasica

tanto in vitro como in vivo.

Siendo que en los organismos pluricelulares la muerte celular es un
proceso fuertemente regulado, donde la supresién o sobre expresion

de apoptosis es asociada a la aparicion del cancer, el interés de

“Cada dogma tiene su dia, pero los ideales son eternos”. 1
Israel Zangwill (1864-1926).
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estudio en la bUsqueda del mecanismo de accién de las Casiopeinas®
fue el de conocer si estos complejos eran capaces de inducir
apoptosis y/o necrosis sobre las células Hela (carcinoma cérvico-
uterino). Para ello, en este trabajo se sintetizaron y evaluaron 5
Casiopeinas®, manteniendo un lado de la molécula constante y
modificando el otro empleando diferentes sustituyentes en la diimina.
Se utilizd como testigo positivo al Busulfan®, un farmaco antitumoral
conocido en el mercado comercial. La metodologia empleada para la
evaluacion de muerte celular fue la citometria de flujo. A las células
tratadas con las cinco diferentes Casiopeinas®, se les unié un primer
marcaje con Anexina 5 para conocer si la muerte celular era por
apoptosis y un segundo marcaje con yoduro de propidio, para
conocer si la muerte celular era debida a necrosis. Como técnica
confirmatoria se utilizé electroforesis en gel de agarosa, con la
finalidad de evaluar el “patron en escalera” tipico de la apoptosis.

En este trabajo se obtuvo evidencia de que el cambio de
sustituyentes en las Casiopeinas®, afecta el comportamiento
apoptético, siendo particularmente la Casiopeina® [Cu(5,6 dimetil-1-
10-fenantrolina)(acetilacetonato]NO5 y [Cu(4,4-dimetil-2,2-
bipiridina)(acetilacetonato]NO; las que muestran un porcentaje
notablemente mayor en la induccién de apoptosis sobre células Hela

que el farmaco conocido como Busulfan®.

“Cada dogma tiene su dia, pero los ideales son eternos”. 2
Israel Zangwill (1864-1926).
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CAPITULO 1. INTRODUCCION.

1.1. Céancer.

El término cancer deriva del latino cancrem, cangrejo, que a su vez
procede del griego carcinos, cangrejo de mar. En el siglo II de
nuestra era Galeano nombroé cancer a los tumores encontrados en los
pacientes, debido a que las venas entumecidas que aparecen sobre la
piel cercana a los érganos atacados por tumores, recuerdan las patas

de un cangrejo.

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizado por un
crecimiento tisular producido por la proliferacidon continua de células
anormales con capacidad de invasidon y destruccion de otros tejidos
(metastasis) y, aunque no son conocidas todas las causas por las que
se origina el cancer, sabemos que su etiologia es multifactorial

participando tanto factores intrinsecos y extrinsecos (Figura 1).
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Figura 1. Factores intrinsecos y extrinsecos del cancer.

El cancer, que puede originarse a partir de cualquier tipo de célula y
en cualquier tejido corporal, no es una enfermedad Unica, sino un
conjunto de enfermedades siendo clasificadas en funcién del tejido y

célula de origen como son:

“Todo comienzo tiene su encanto’. 3
Goethe (1749-1832).
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> carcinomas: aquellos cuyo origen son las células epiteliales;
como la piel o los epitelios que tapizan las cavidades y érganos
corporales, y de los tejidos glandulares de la mama y prostata.
Los carcinomas que tienen una estructura glandular se
denominan adenocarcinomas.

> sarcomas: cuyo origen son las células del tejido conectivo y las
células musculares (tejidos blandos), como son huesos,
cartilagos, nervios, vasos sanguineos, musculos vy tejido
adiposo.

> y en el tercer tipo se encuentran aquellos que no se ajustan a
ninguna de las dos categorias anteriores que incluyen los
canceres de los tejidos formadores de las células sanguineas
como son la leucemia y los tumores del sistema nervioso.
Dentro de la leucemia encontramos a la leucemia aguda
linfoblastica, aguda mieloblastica, mieloide crdénica, y linfatica

cronica (1).

Pudiendo ser la mutacién de uno o varios genes que dé lugar al
desarrollo de un tumor, es probable que éste no se manifieste
inmediatamente, sino que su avance sea un proceso prolongado
donde un diagndstico de cancer detectado en la actualidad, pudo
haberse mantenido en periodo de latencia, por ejemplo, desde hace

guince anos.

Las diferentes fases de una neoplasia maligna se clasifican en tres

etapas y se enlistan a continuacién (Figura 2).

“Todo comienzo tiene su encanto’. 4
Goethe (1749-1832).
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B EXPOSICION

{Activacion catabolica)

AGENTE ACTIVO
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T 7 del ADN )

MUTACION EXPRESION GENICA ALTERADA

ACTIVACION DE ONCOGENES

INACTIVACION DE GENES SUPRESORES TUMORALES

¢

DESREGULACION DEL CRECIMIENTO Y DIFERENCIACION CELULAR

‘

TUMOR BENIGNO

@

CAMBIOS GENETICOS

Q

TUMOR METASTASICO

Figura 2. Alteraciones en las etapas de desarrollo de un tumor metastasico.

1= Iniciacién 2= Promocién y 3=progresion
Exposicion

La carcinogénesis como tal, es un proceso que consta de tres etapas

segun el modelo establecido por la biologia celular.

1. Iniciacion: es el resultado directo de la administracion del agente
cancerigeno, es un proceso rapido y habitualmente reversible,
mediante el cual se producen los cambios permanentes en la
estructura del ADN de la célula.

2. Promocién: es el proceso por el cual se estimula la formacién
tumoral en el tejido expuesto, los cambios tisulares y celulares suelen
ser de caracter reversible durante un largo periodo de latencia hasta

gue aparece la primera célula tumoral auténoma.

“Todo comienzo tiene su encanto’. 5
Goethe (1749-1832).
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3. Progresion: es el periodo de transformacion maligna completa de

la célula, que alcanza su maximo grado de malignidad.

Estudios realizados en tumores humanos asi como en modelos
animales muestran que las células tumorales, a través de una serie
de cambios genéticos, van adquiriendo caracteristicas que las

diferencian de las células sanas (2) (Figura 3).

Autosuficiencia
de sefales de

/ crecimiento

La proliferacion
celular es
descontrolada

Repite el ciclo

celular sin
limitacion

Las células se
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independientes
al anclaje

Son inmortales

\ Hay pérdida de

la inhibicion por
contacto

Figura 3. Caracteristicas de las células tumorales.

1.2. Cancer cérvico-uterino.

En México el cancer cérvico-uterino es un fuerte problema de salud
publica y por tal razéon constituye una prioridad su prevencién, control
y tratamiento. Este tipo de cancer sigue siendo uno de los mas
frecuentes en la mujer, presentando un numero importante de
defunciones a nivel mundial, aproximadamente 274,000 mujeres

mueren cada ano por esta causa y 68,000 en América Latina,

“Todo comienzo tiene su encanto’. 6
Goethe (1749-1832).
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presentando México una de las tasas mas altas (3). A partir del afo
2006, el cancer cérvico-uterino es la segunda causa de muerte en
mujeres mexicanas en el grupo de edad que comprende entre 30 a
54 afios, siendo superada por el cancer de mama (4) (5).

En México, mediante los programas de salud, la mortalidad a causa
del cancer cérvico-uterino logré bajar en los ultimos 15 afos, de
25.3 en 1990 a 15.6 defunciones por cada 100,000 mujeres en el
2005, lo que representa un descenso promedio anual de 3.2% (6).
Estas variaciones de incidencia y la mortalidad del cancer cérvico-
uterino pueden relacionarse con diferencias en el acceso a los
servicios y en la calidad de los mismos, asi como también pueden
influir factores como son la ubicacidén geografica, la situacidn

socioecondmica, aspectos culturales y psicosociales.
1.2.1. Prevencion de cancer cérvico-uterino.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) considera que el CaCU es
una de las neoplasias potencialmente curables. La posibilidad de
detectar de manera temprana esta neoplasia, hace factible reducir la
mortalidad secundaria al padecimiento. La enfermedad es precedida
durante meses o afios de una lesidn premaligna in situ. Este
organismo reconoce dos componentes en los programas de deteccién
temprana del CaCU: el diagndstico temprano y el tamizaje.

El diagndstico temprano, se basa en actividades de educacion a la
poblacién y de capacitacidon al personal de salud para identificar de
manera precoz los sintomas y signos de cancer que lleven al
diagndstico, asi como a un tratamiento temprano. El tamizaje, es la
identificacion de una enfermedad en fase preclinica a través de la
utilizacion de pruebas, que puedan ser aplicadas de forma rapida y
extendida a la poblacién en riesgo aparentemente sana.

Hacerse examenes Papanicolau periédicamente permite detectar y

tratar las células cambiantes oportunamente, ya que suele tomar
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varios anos para que las células normales del cuello uterino se
conviertan en células cancerosas. Sélo en las etapas muy tardias,
cuando el cancer se ha extendido mas alld del cuello de la matriz, es
cuando aparecen otros signos poco alentadores: la paciente baja de
peso, puede presentar problemas urinarios de tipo infeccioso,
sangrados anormales o de obstruccién al flujo de orina, por la
invasion de la vejiga; o bien, estrefnimiento o sangrado, por la
invasion del colon y el recto. Cuando el tumor se ha extendido a sitios
lejanos como el higado, el cerebro o los pulmones, que son sitios
frecuentes de diseminacidon del tumor a través de la sangre, puede

provocar sintomas, dependiendo del lugar afectado (7) (8).

Esta neoplasia maligna lleva un seguimiento, que desde su inicio a
nivel del epitelio hasta su invasién al estroma, es muy lento y por eso
es debido precisar en qué etapa se encuentra la enfermedad. Este
tipo de cancer se cataloga en dos tipos, el cancer no agresivo cuando
las células anormales se limitan a la superficie del cérvix, y el
agresivo cuando las células anormales se extienden mas alla del

cérvix hacia otros érganos o tejidos (9) (Figura 4).

Estudios realizados en México muestran que el factor de riesgo mas
importante para contraer el cancer de cérvix es la infeccién con
ciertos tipos del virus del Papiloma humano (VPH), siendo que en el
80% de los casos de cancer cérvico-uterino se detecta en el ADN viral
de las lesiones intraepiteliales (lesiones malignas), principalmente el

VPH-16 estd clasificado como un factor de alto riesgo (10).
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Cérvix normal

ﬁ G INFECCION DEL VPH

ALREDEDOR DEL 60%
DE REGRESION DENTRO
DE
LOS2A3ARDS Cambios refacionades con e VPH
LIE de bajo grado
ALREDEDOR DEL 15% PROGRESA G FACTORES COLABORADORES
DENTRODE LOS 3A 4 ANOS ALTO RIESGO DE VPH
(TIPOS 16,18.ETC)
LIE de alto grado
30 AL T0% PROGRESA DENTRO
DELOS 10 ANOS

Cdncer invasivo

Figura 4. Historia del cancer cervical. El cancer cérvico-uterino (CaCU) es una mutacion
celular de la unién escamocolumnar en el epitelio del cuello uterino, el cual se manifiesta
inicialmente a través de lesiones precursoras de lenta y progresiva evolucién que son
producidas en etapas de displasia leve, moderada y severa (11). LIE =Lesion intraepitelial
escamosa.

En México, desde el afio de 1974 existe un programa nacional de
deteccion oportuna (PNDOC) del CaCU, el cual es gratuito y tiene
como prioridad que todas las mujeres en edad susceptible, sin
importar condicién econdmica, cultural o geografica puedan tener
acceso a los beneficios del mismo (12) (13).

Actualmente estudios aprobados por la Food and Drug Administration
(FDA) han aceptado la efectividad de la vacuna contra el VPH tipo 6,
11, 16 y 18. Las edades adecuadas para aplicar la vacuna se
comprende de 9 a 17 ahos y en mujeres entre 18 y 26 afios que no
hayan tenido relaciones sexuales, aunque la disposicion de esta

prueba en México es de dificil acceso en ciertos casos, debido a que
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su costo es elevado.
1.3. Tratamientos para el cancer.

Son diferentes los tratamientos que se emplean para combatir el
cancer, los cuales son usados dependiendo del lugar, el tipo y el
avance de la enfermedad, asi como también del estado fisico del
paciente. Los tratamientos son divididos en categorias basadas en su
fin y modo de accidn, y para una mayor eficacia contra el cancer son
usados frecuentemente en combinacidon, ya sea simultdneamente o

secuencialmente.

CIRUGIA: Es el tratamiento mas antiguo que se conoce y muchas
veces es el primer tratamiento para varios tumores solidos. Cuando el
cancer es detectado en una etapa temprana y localizados en un lugar
concreto, la cirugia puede ser suficiente para remover las células

cancerosas.

RADIACION: Puede ser usada en conjunto con cirugia y/o
tratamientos con farmacos. Este tipo de terapia mata a las células
cancerosas mediante rayos de energia alta. Los radioisétopos mas
utilizados en el tratamiento del cancer son los siguientes:

Cobalto-60: Usado para radioterapia externa de rayos.

Holmio-166: Ha sido desarrollado para la diagnosis y el tratamiento
del cancer de higado.

Yodo 125: Usado en braquiterapia, para tratar canceres de prostata y
de cerebro.

Yodo-131: Utilizado en cancer de tiroides.

Iridio 192: Es aplicado en forma de alambre como fuente de radiacién
en la radioterapia interna para tratamiento de cancer.

Lutecio-177: Es utilizado como emisor gamma para la visualizacion,

mientras que la emision beta se emplea en terapia de pequefos
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tumores.

Paladio-103: Usado en braquiterapia para realizar implantes
permanentes en las primeras etapas del cancer de prdstata.
Renio-186: Utilizado como alivio de dolor del cancer de huesos.
Samario-153: Se usa para aliviar el dolor de canceres secundarios
alojados en los huesos. También es usado para cancer de prostata y
de mama.

Estroncio-89: Es efectivo en la reduccién de cancer de prdstata y
cancer de huesos.

Itrio-90: Utilizado en el tratamiento de braquiterapia para el cancer,

cesio, oro, y rutenio también son usados en braquiterapia.

VACUNAS: El propdsito de las vacunas contra el cancer, es estimular
las defensas de nuestro cuerpo administrando proteinas para

aumentar la respuesta inmune contra las células cancerosas.

ANTICUERPOS: Este tipo de tratamiento involucra el uso de
anticuerpos para combatir las células cancerosas, estos anticuerpos
son manufacturados para su uso como farmacos, aunque la

desventaja que presenta actualmente es que son de corta duracion.

QUIMIOTERAPIA: Se utilizan farmacos terapéuticos dirigidos a las
células cancerosas que siguen dividiéndose.

La apoptosis, tema central de este trabajo, al parecer es la via final
comun por la que parece que la quimioterapia termina ejerciendo su
efecto citotdxico, por lo que a continuacion se hace una breve

descripcidén de este tipo de tratamiento.

1.3.1. Quimioterapia.

La era moderna de la quimioterapia del cancer comenz6 después de

la Segunda Guerra Mundial con la introduccién de las mostazas
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nitrogenadas y los agentes alquilantes, los cuales fueron
desarrollados para el uso clinico al descubrir que destruian los
leucocitos humanos. Actualmente, la quimioterapia, es una de las
principales tecnologias terapéuticas que se utilizan para combatir el
cancer y consiste en usar sustancias quimicas para destruir células
cancerosas.

A diferencia de la radioterapia y la cirugia, que sdélo son adecuadas
para tratar el cancer en zonas localizadas, la quimioterapia debe su
eficiencia a poder controlar un cuadro metastasico, aunque cuando
son utilizados los tres tratamientos de manera combinada, se amplia
el espectro de actividad del tratamiento, aumentando Ilas

posibilidades para lograr que el cancer pueda eliminarse.
1.3.2. Tipos de gquimioterapia.

» Quimioterapia curativa: se puede curar la enfermedad en
relacion a la extension de la enfermedad.

> Quimioterapia complementaria o adyuvante: ayuda en el
prondstico en cuanto a la supervivencia global o prolongacion
del intervalo libre de enfermedad.

> Quimioterapia de induccion o neoadyuvante: permite
lograr una reduccion del tumor de cara a realizar un
tratamiento local mas conservador.

> Quimioterapia simultanea con radioterapia.

> Quimioterapia paliativa: se administra cuando el cancer ya
no es curable y el objetivo del tratamiento es incrementar en
cierta medida la supervivencia asintomatica y aliviar los

problemas clinicos.

En el tratamiento contra el cancer, la quimioterapia emplea farmacos
qgue son disefiados para interferir con la neoplasia, aunque estos

agentes no son solo selectivos para las células tumorales. El uso de

“Todo comienzo tiene su encanto’. 12
Goethe (1749-1832).



CAPiTULO 1. INTRODUCCION L

estos farmacos antineopldsicos tienen la capacidad de poder
disminuir el metabolismo de las células neoplasicas o destruirlas
totalmente, alterar los procesos de divisidon celular e inhibir su
crecimiento y multiplicacion, asi como de ejercer accién sobre todas
las células con mayor tasa de proliferacidon como son en los epitelios,
médula ésea y células germinales. En afios recientes se ha empleado
el término intensidad de la dosis, para definir la cantidad de farmaco
suministrado por unidad de tiempo, en general miligramos por metro
cuadrado por semana, este término fue introducido por Hryniuk en
1984 (14) (15).

Estas sustancias pueden ser de origen natural, sintético o
semisintético y son clasificadas segin su mecanismo de accidon y
dentro de éste segun la estructura quimica del antineoplasico, donde
una vez que se presenta la enfermedad es importante saber que
tratamiento distinguirse y para lo cual suelen determinarse dos

factores:

> el tipo de cancer (el tipo de células anormales que provoca el
cancer)
> el estadio del tumor (es decir, cudnto cancer se ha extendido

en el cuerpo, si es que esto ha ocurrido) (16).

Al ser reconocidos los factores que presenta la enfermedad, debe
ponerse a consideracién el tipo de medicamento que debera ser
administrado, estos farmacos usados en quimioterapia son
clasificados en las siguientes categorias que a continuacién se
muestran en funcién a su origen y en su manera de interactuar con la

guimica vy ciclo celular.

1.4. Antineopléasicos especificos de fase.
Los agentes citotdxicos durante una fase ciclica de un periodo de vida

especifico, se denominan especificos para el ciclo celular. Estos
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farmacos antineoplasicos bloguean o influencian algunas de las 4
etapas del ciclo de la mitosis, destruyendo una fracciéon de células
gue pasa por esa fraccidon del ciclo. Son Uutiles en las neoplasias de

crecimiento muy rapido (17) (Figura 5).

ANTIMETABOLITOS
S-Fluoracilo
Metotrexato
Mercaptopurina
Citarabina

especificos de la fase 5
INHIBIDORES DE LA MITOSIS

Ulncnstma vinblastina, etopoasido

Eipel‘:lﬂtﬂi de la fase M
FARMACOS ESPECIFICOS
DEL CICLO
Farmacos esper;lhv;os del ciclo
p.ej.los agentes alquilantes y Fase de reposo Go

los antibioticos citotdxicos son
citotoxicos a lo largo de todo el
ciclo celular, pero adn asi no
afectan a las células en reposo
en fase Go | que tienen

actividad ciclica).
Presintesis del ADN

[Sintesis de dos componentes que se
precisan para la sintesis del ADN)

Figura. 5. Ciclo celular. G;- Sintesis de los componentes celulares necesarios para la
replicacion celular. Es el 40% del ciclo. 2. Fase S- Luego de sintetizados, ocurre la replicacion
del genoma del ADN. Es el 39 % del ciclo celular. 3. G,- Ocupa el 19% del ciclo celular y en ella
se sintetizan los componentes necesarios de la mitosis. 4. Fase M- ocupa el 2%. G, Etapa de
descanso, al reincorporarse vuelve a G1 (18).
Antimetabolitos: Son sustancias andlogas a componentes naturales.
Interfieren con la biodisponibilidad normal de los precursores de los
nucleétidos de purina o pirimidina. Son especificos de la fase S del
ciclo celular, afectan al ARN, ADN, sintesis de proteinas y la

replicacion celular, dentro de los que destacan (Figura 6):

> Andlogos de 4&cido fdlico: Inhiben a la enzima
dihidrofolato reductasa, impidiendo la conversién a folato
reducido necesario para la sintesis del ADN. Ejemplo:

metotrexato.
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> Analogos de pirimidina: Se incorporan en la via
metabodlica de la sintesis del ADN y ARN, inhiben la
sintesis de enzimas necesarias para la formacion de los
acidos nucléicos. Ejemplos: fluoxuridina, fluoracilo vy
citarabina.

> Analogos de las purinas: Actluan reemplazando a los
nucledtidos e interrumpiendo la sintesis del ADN y ARN.
Ejemplos: fludarabina, mercaptopurina y tioguanina.

e-mercaptopurina
N e e P, M

M I | |  metotrexato
M M, M :: J\\
H - "-\..-"-' . oH
I
citarabina s5-fluorouracilo ]

HH ) i
b o oM

Figura 6. Estructura de antimetabolitos.

Productos naturales:

Alcaloides de la vinca: Son derivadas de la planta del bigaro,
Catharanthus roseus, conocida también como el bigaro de
Madagascar. Trabajan dependientes del ciclo celular parando Ia
mitosis de las células afectadas causandoles la muerte. El mecanismo
empieza con la unién a los mondmeros de tubulina, evitando que los
microtubulos sean formados. Existen cuatro alcaloides de la vinca en
usos clinicos: vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina
(Figura?7).

Podofilotoxina: Es un inhibidor de metafase, previene la unién de la

proliferacion de la tubulina requerida para el ensamble de los
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microtubulos. En altas concentraciones inhibe el transporte de
nucleésidos a través de la membrana celular. Su accidn
guimioterapéutica se asume a la inhibicion del crecimiento y la
habilidad para invadir el tejido de las células virales infectadas.

Ejemplo: tenipdsido.

Taxol: Se producen a partir de la corteza del arbol del pacifico
(Taxus). Inhiben las estructuras microtubulares dentro de la célula,
provocando la muerte celular. Son activos sobre tumores sélidos

resistentes a otros farmacos.
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Figura 7. Estructura de productos naturales especificos de fase.

Hormonas: Comprende un amplio grupo de farmacos que actian en
tumores cuyo crecimiento depende del estimulo hormonal.
Determinadas lineas celulares muestran una dependencia hormonal
para su crecimiento y desarrollo (mama, endometrio, y prostata)
mientras que otras (tejido linfoide) son fuertemente inhibidas por los
glucorticoides. Las hormonas que se utilizan en el tratamiento

antineoplasico hormonal son las siguientes:
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Corticosteroides suprarrenales
Progestagenos

Estrégenos

Antiestrogeno

Andrégenos

Antiandrdégeno

YV V. .V VYV V V V

Analogo de hormona liberadora de gonadotropina

1.4.1. Antineoplasicos no especificos del ciclo celular.

Por otro lado los farmacos que no son especificos de una fase, tienen
acciéon durante cualquier fase del ciclo celular y sea cual sea su fase
en el ciclo provocan un descenso exponencial continuo de la
supervivencia de las células, porque afectan a todas las células. Son

utiles en tumores grandes de crecimiento lento.

Agentes de alquilacion: Logran su accidon citotéxica mediante la
formacién de enlaces covalentes entre sus grupos alquilo y diversas
moléculas nucleofilicas presentes en la células. Los agentes
alquilantes pueden reaccionar con el agua, lipidos, proteinas, ARN y
ADN, pero la alquilacidon de este ultimo, parece ser de fundamental
importancia para el efecto anti tumoral. Forman aductos con las
bases del ADN, provocando la interrupcién de sintesis, la mayoria de
los agentes alquilantes tienen dos grupos funcionales y cada uno de
ellos puede interaccionar con una base del ADN, formando enlaces
intra e intercadena dentro de la doble hélice. Una vez alquilada una
base del ADN, puede ser eliminada y reemplazada por la misma base
o puede dar origen a toda una serie de fendmenos que pueden llevar
a la degradacién del ADN, la inhibicion de su sintesis o a la
produccién de mutaciones. La base alquilada cambia su estructura
espacial en forma tal, que permite un acoplamiento anémalo: G-T y

A-C en lugar de los normales G-C y A-T.
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» Mostazas nitrogenadas: Fue de los primeros llamados
agentes alquilantes, enfermos afectados de linfomas se
trataron por primera vez con éxito en la Universidad de
Yale en 1943. Estos compuestos son capaces de
reemplazar un atomo de hidrégeno en otra molécula por
un radical alquilo. Ejemplo la ciclofosfamida, ifosfamida,
clorambucilo, mecloretamina.

» Alquilsulfonatos: Son derivados de ésteres
alcanosulfénicos.  Ejemplos:  busulfan®, treosulfan,
manosulfan.

» Nitrosoureas: Son agentes alquilantes bifuncionales o
monofuncionales, los cuales son compuestos inestables
que se descomponen a agentes alquilantes produciendo
enlaces cruzados interhebras en el ADN. El 6 de la
guanina es el sitio preferido de ataque. Ejemplos:

carmustina, estreptozotocina.

Los complejos de coordinacion: En el compuesto inorganico cis-
diaminodicloroplatino II (CDDP), conocido también de manera
comercial como cis-platino, el platino se encuentra en estado de
oxidacidén 2*. Este compuesto actlia preferentemente sobre las bases
del ADN, en particular con el nitrégeno en posicién 7 de la guanina
debido a su gran nucleofilia. Ademas se comporta como un agente
bifuncional, produciendo enlaces en una de las hebras del ADN vy
dando como resultado errores de transcripcién y la imposibilidad de
que las cadenas se separen para la replicacidon. Derivados del CDDP
(II) que mejoran su toxicidad son el carboplatino y el oxaliplatino
(Figura 8).
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Figura 8. Estructuras de CDDP (ll) y sus derivados. Actualmente el CDDP (Il) y el
carboplatino se encuentran autorizados a nivel mundial y el oxalilplatino solamente en algunos
paises. Las tres estructuras mantienen una geometria cuadrada plana—ds.

Productos naturales: Este tipo de agentes se logran a partir de la
riqueza natural.

Antibidticos antitumorales: Funcionan al unirse con el ADN para evitar
la sintesis de ARN. Estos farmacos también impiden el crecimiento
celular al imposibilitar la replicacion de ADN. Los antibioticos
antitumorales evitan que el ADN se vuelva a fijar a si mismo, lo que
provoca la muerte celular. Esta categoria de medicamentos sirve para
tratar una variedad amplia de canceres incluyendo el testicular y la
leucemia. Ejemplos: doxorobicina y mitomicina-C, carmustina vy

ciclofosfamida (Figura 9).
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Figura 9. Estructura de antineoplasicos no especificos del ciclo celular.

Existe una resistencia al tratamiento mediante una respuesta celular
a los ataques citotoxicos al ADN, siendo ésta la limitacién mas

importante para el empleo exitoso de los numerosos antineoplasicos
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disponibles. La resistencia celular a un agente quimioterapéutico se
considera como la aptitud fenotipica que una célula pueda presentar,
para tolerar la dosis de un farmaco que seria téxica en una célula
normal. Esta resistencia puede estar ligada a factores intrinsecos y
extrinsecos. Los factores extrinsecos son basados en el crecimiento
del tumor, en la anatomia y en la farmacocinética. En cuanto a los
mecanismos intrinsecos, la resistencia se puede ejercer respecto a
diferentes farmacos a la vez o bien con respecto a un solo farmaco

mediante diferentes tipos de mecanismos (19) (20).

Un exceso de glutation (21), una disminuciéon en la acumulacidon
intracelular del farmaco por la sobreexpresiéon de la glicoproteina-P
(Gp-P) (22) y la evasion de la apoptosis, puede ser parte de una
respuesta celular de estrés, para asegurar la supervivencia de las
células al aumentar la reparacién del ADN y con esto contribuir a la
carcinogénesis, la progresion del tumor y por ende a la resistencia del

tratamiento (23).
1.5. Compuestos con metales usados como antineoplasicos.

Los mecanismos de toxicidad de los compuestos que tienen metales
son diversos, no obstante, todos se basan en la capacidad de
coordinacién de los iones metalicos a las biomoléculas, y a pesar de
la toxicidad que presentan, varios compuestos con metales han
presentado aplicaciones terapéuticas. Durante los afios cincuenta se
demostré en estudios realizados en animales, que existian sustancias
quimicas que tenian efectos antitumorales y gracias a la aplicacién de
la quimica inorganica en la medicina, en la década de los sesenta se
logrd hallar uno de los mejores farmacos en la lucha contra el cancer,
el cisplatino, el cual se ha usado en diversos tipos de cancer, como es
el cancer de testiculos, vejiga, estbmago, ovario y eséfago. A partir

de este descubrimiento, mas compuestos con metales se han
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introducido en la busqueda de antitumorales probandose variados
sistemas modelo, con el objetivo de descubrir nuevos farmacos mas
efectivos y menos téxicos. También se han utilizado desde hace
aproximadamente 50 afios, compuestos de Au (I) en el tratamiento
de artritis reumatoide, el oro normalmente es administrado en forma
de complejo, en el cual el metal estd coordinado a dtomos de S, por
ejemplo, Nas[Au(S203):].

Para finales de los 60s con la aplicacidon de farmacos antitumorales en
canceres humanos, se habia probado que la quimioterapia podia
inducir remisiones en canceres como la leucemia linfoblastica aguda,
el tumor de Wilms, el linfoma de Burkitt y la enfermedad de Hodgkin.
Actualmente novedosas terapias con complejos metalicos con rodio,
iridio y titanio tienen impacto en la medicina antitumoral, la
aplicacion de estos farmacos ha requerido conocimientos de los
mecanismos de accion y del metabolismo de esos medicamentos asi
como de sus efectos sobre los tejidos normales. Pero a pesar de que
la quimioterapia tiene un amplio espectro de accién contra las células
cancerigenas, continla la busqueda de nuevos farmacos debido
principalmente a la toxicidad que provoca en el organismo. El
objetivo, por ejemplo, de utilizar un i6n metalico esencial dietario
dentro de un compuesto antineoplasico plantea la posibilidad de una
toxicidad menor en el organismo como podria ser el caso de la

utilizacion del cobre.
1.5.1. Cobre: cofactor esencial.

Simbolo quimico Cu. El nombre del cobre proviene de la palabra en
latin cuprum, vocablo que a su vez deriva de la expresidn latina aes
cyprium que significa “metal de Chipre”, gracias a la gran importancia
gue tuvieron las minas cupriferas de esta isla en el universo greco-
romano. El cobre es un metal de transicion y se encuentra en la

familia IB de la tabla periddica de los elementos, con numero atémico
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29, peso atémico de 63.546 (+/- 0.003), dos isétopos naturales y
tiene la siguiente configuracién electrénica [Ar] 4s%3d°. Los estados
de oxidacion de este metal pueden ser 0, I, II, III y IV, siendo los
mas raros el cobre (0) y el (IV) y los mas abundantes el cobre (I) y
(II). Los numeros de coordinacion para el cobre (II) son 4, 5y 6.

El cobre es un metal esencial para nuestro organismo, el cual una vez
gue es ingerido se une a la albumina y se absorbe por el intestino
delgado hasta la corriente sanguinea, donde es ligado a las proteinas
de transporte para llevarlo hasta el higado para su posterior
distribucién a través del cuerpo. Principalmente se encuentra
distribuido en cerebro, rifién, corazén e higado.

El cobre muestra un gran caracter oxidante y presenta gran
capacidad para formar complejos de coordinacién con moléculas
organicas y dentro del entorno celular, el cobre se encuentra de
manera usual en estados de oxidaciéon Cu®* y Cu*, de esta forma el
Cu?®* lo podemos encontrar unido al nitrégeno en cadenas de histidina
y al Cu™ interaccionando con el sulfuro de cisteina o la metionina
(24). Estas caracteristicas del cobre hacen posible su uso como
cuproteinas, permitiendo al cobre ser un cofactor para multiples
enzimas, donde el metal se encuentra unido a residuos aminoacidicos
especificos en el sitio protéico cataliticamente activo y cuando es
incorporado en las cuproenzimas, es utilizado en reacciones de
transferencia electrénica que regulan procesos tales como Ia
respiracion mitocondrial, metabolismo de neurotransmisores vy
melaninas, homeostasis del hierro, proteccidn antioxidante,
amidacién de glicinil-péptidos para biosintesis de neuropéptidos, y
formacién de tejidos conectivos.

Dentro de las enzimas conocidas como cuproproteinas se encuentran
la citocromo-c oxidasa, la catalasa, la dopamina beta-hidroxilasa, las
tirosinasas, las lisil dismutasa asi como elemento central de la
proteina hemocianina de artréopodos y moluscos, donde gracias a este

elemento la coloracion de su sangre es azul, equivalente a la
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hemoglobina humana para el transporte de oxigeno. Este metal se
encuentra en la estructura de metaloproteinas como son |la
Plastocianina, ceruloplasmina, asi como en la superdxido dismutasa
(Figura 10, 11y 12).

s His
ﬁﬁu /
{..“;5/ \ His

Figura 10. Plastocianina. La plastocianina esta formada por un atomo de cobre coordinado
por dos histidinas, una metionina y una cisteina, durante la fotosintesis funciona como un
agente transportador de electrones entre los Fotosistemas Il y | (25).

Figura 11. Ceruloplasmina humana (proteina plasmatica). Contiene 6 atomos de
cobre en su estructura. Su funcion es el transporte de cobre y la oxidacion de Fe (ll) a
Fe (Ill) mediante la siguiente reaccién (26).

4 Fe?* + 4H* + Op------ —_—-- Fe’* + 2 H,0

Figura 12. Estructura de la superdxido dismutasa (SOD). Elimina al radical superéxido por
dismutacién: 20,7 =2 0,+ 0,%. En los humanos existen tres tipos de SOD: SOD2: la
Mn-SOD mitocondrial, SOD1: la Cu/Zn-SOD Citosdélica y la SOD3: extracelular (EC-SOD) (27).
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La capacidad del Cu para cambiar su estado redox cuando entra en
contacto con productos intermediarios del metabolismo aerobio,
conocido como ERO (especies reactivas de oxigeno) le hace ser
fuertemente citotdéxico, ya que induce la producciéon de radicales

hidroxilo por catalisis de la reaccion de Fenton (28).

Cu™ + H,0, = Cu?' + OH + OH:

Y el Cu®* se reduce en presencia del radical superdxido:

Cu** +0; = Cu* + 0,
El balance neto es el siguiente, conocido como reaccién de

Haber-Weiss:
H,O, + O, —> 0, + OH™ + OH-

Los seres vivos poseen estrategias para proveer al organismo asi
como para defenderlo de una toxicidad, un exceso de cobre en el
organismo, puede llevar a problemas serios de salud como son por
ejemplo, dafio neuroldgico, dafio al higado, anormalidades de los
huesos o hasta causar sintomas de intoxicacion con una ingesta de
30g en el organismo, y conjuntamente, al existir en numerosas
fuentes alimentarias ricas en cobre; se considera que su deficiencia
es rara, a no ser que se presente en un contexto de sindrome de
malnutricién, o en que se vea reflejada en las diversas patologias
asociadas a alteraciones en la funcién de las cuproproteinas como son
las enfermedades de Menkes (29), Creuzfeld-Jacob (30) y de
Alzheimer (31).

1.6. Casiopeinas®.

Por su efecto en la salud humana y con la esperanza de desarrollar

una curacién, el cancer ha sido el centro de un enorme esfuerzo de
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investigacion durante decenios, asi, en respuesta a las necesidades
de encontrar un farmaco mas eficaz y a un mejor costo que los que
ya existen en el mercado, en 1975 la Doctora Lena Ruiz, inicié un
proyecto encauzado hacia el desarrollo de nuevos farmacos
antineopldsicos, las Casiopeinas®. Con la ayuda de un grupo
multidisciplinario de investigadores pertenecientes a la Division de
Estudios de Posgrado de la Facultad de Quimica de la UNAM, durante
la década de los 80's y 90’s, el disefio del farmaco se centrd en las

siguientes caracteristicas:

> Se recurrid al cobre (II) como centro metalico, debido a que es
un metal esencial, y se espera que la toxicidad del compuesto
sea menor que la de los farmacos usados comercialmente en
terapias contra el cancer, como es el caso de cis-platino (II) y
Busulfan® (32).

> El cobre, al tener su estado de oxidacion (II), se espera que
pueda coordinar ligantes siguiendo una geometria cuadrada
plana o piramide de base cuadrada.

> El cobre de los compuestos puede participar en ciclos redox,

liberando especies reactivas de oxigeno que dafian al ADN.

Se pensd en que las Casiopeinas® podian tener una interaccién
directa con el ADN formando enlaces de coordinacion con el centro
metdlico por sustitucién de uno de los ligantes o por una reaccién de
adicion o bien unirse directamente al ADN mediante enlaces débiles
por intercalacidon en el apilamiento de las bases. Las caracteristicas
por las que se cree que es posible esta interaccion, se debe a la
semejanza en la planaridad que muestra con algunos farmacos
anticancerigenos como es el caso del cis-platino, el cual se une
directamente al ADN.

La presencia de la nube de electrones deslocalizados en los anillos de

la diimina la hace capaz de lograr interacciones de apilamiento.
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> la molécula consta de un ligante bidentado tipo diimina (N-N),
siendo bipiridina o fenantrolina y un ligante secundario que
puede ser un a-aminoacidato (N-O) o un donador tipo 0-0
(acetilacetonato o salicilaldehidato). Se utilizé a la bipiridina y a
la fenantrolina, porque se conoce que estos ligantes tienen
capacidad de intercalarse con el ADN (33).

> asi mismo el donador tipo (0-O) o (N-O) podrian ser los
responsables de lograr la selectividad tumoral de la molécula

debido a la variacién en la hidrofobicidad que presentan.

En 1992 fueron patentadas bajo el nombre de Casiopeinas® y debido
a que han sido numerosas las variaciones en la estructura de las
Casiopeinas®, se realizd una clasificacidon y se muestra a continuacién
en la siguiente tabla. La férmula general de las Casiopeinas® es
[CuLL’] NOs3, donde el ligante L es una diimina aromatica del tipo de
la fenantrolina o la bipiridina, con uno o mas sustituyentes y el
ligante L~ es un aminoacidato o un ligante aniénico donador por dos

oxigenos como el acetilacetonato o el salicilaldehidato (Tabla 1).
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FAMILIA FORMULA GENERAL

Casiopeina® I [Cu(4,7difenil-1,10 fenantrolina)(O-N)]NO;
Casiopel'nas® II [Cu(4,7dimetil-1,10 fenantrolina)(O-N)]NO5
Casiopeinas® III-ia [Cu(N-N)(acac)INO;

el donador NN es variable y puede ser:
e 4,4-dimetil-2,2-bipiridina
e 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina
e 5-nitro-1,10-fenantrolina
e 5-metil-1,10-fenantrolina
e 5-cloro-1,10-fenantrolina
e 1,10-fenantrolina, 2,2-bipiridina

e 4,7-difenil-1,10-fenantrolina

Casiopeinas® III-S [Cu(N-N)(salal)JNOs

Casiopeinas® IV [Cu(4,4’-dimetil-2,2-bipiridina)(O-N)]NO;
Casiopeinas® V [Cu(5-nitro-1,10-fenantrolina)(O-N)]NO5
Casiopeinas® VI [Cu(5,6 dimetil-fenantrolina)(O-N)]NO;
Casiopeinas® VII [Cu(1,10-fenantrolina)(O-N)]NO;

Casiopeinas® VIII [Cu(3,4,7,8-tetrametil-10-fenantrolina)(O-N)]NO3;
Casiopeinas®IX [Cu(4,4-dimetil-2,2-bipiridina)(O-N)]NO;

Tabla 1. Clasificacién de la Familia de las Casiopeinas®.

Donde 0-N: a-aminoacidato; acac: acetilacetonato; salal: salicilaldehidato. Los compuestos mas
estudiados actualmente son la Casiopeina I-gli, Casiopeina II-gli y la Casiopeina lllia siguiendo
un estricto control de calidad del principio activo como materia prima marcado por la
farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM).

Las siguientes Casiopeinas® han demostrado tener actividad
citostatica, citotoxica, y antineoplasica en modelos tanto in vitro

como in vivo.
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Casiopeinas®:

Igli [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(glicina)]NOs

IIgli [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicina)]NO;

ITIHa [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;
III 5,6 [Cu(5,6-difenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;
ITI-ia [Cu(4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina)(acetilacetonato) ]NOs

ITI-5aNO,, [Cu (5-NO2-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Y han sido caracterizadas mediante:

analisis elemental
IR

UVv-VIS
conductividad

momento magnético

YV V V V V VY

y estructura de rayos X en monocristales.

Debido a la similitud que las Casiopeinas® tienen en cuanto a
estructura con el CDDP (II), éste es usado como testigo positivo en la
mayoria de los analisis realizados.

En investigaciones hechas en relaciéon al crecimiento celular sobre
modelos tumorales humanos como modelos tumorales murinos in
vitro, se concluyé que las Casiopeinas® son activas en todos los
modelos como fueron HelLa, SiHa, CaSki, C33, CalLo, InB1, melanoma
B16 y carcinoma de pulmdn de Lewis, donde se observé una mayor
actividad en lineas celulares de cancer cérvico-uterino presentando
una inhibicidn de crecimiento de hasta el 50% con dosis de 10 a 100
veces menores que las usadas con Cisplatino.

Mediante estudios QSAR del tipo de compuestos [Cu(1,10-
fenantrolina)(acac)]NOs se pudo llegar a la conclusién, que el anillo
extra que tiene la fenantrolina en comparacion con la bipiridina le

ayuda a mantener una mayor actividad bioldgica, siendo los
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compuestos de fenantrolina tetrametilada los mas activos y a su vez
los mas téxicos.

En la determinacién de espectroscopia por UV-visible, se obtuvieron
los maximos de deteccidn especificos para las materias primas
analizadas (Casiopeina® IIgli y III-ia), los cuales se pueden tomar
como un parametro de referencia (especificidad) para |la
caracterizacion de estos compuestos.

Entre muchos de los estudios podemos mencionar a la Casiopeina® II
gli que presenta un PM de 423.5 g/mol y un de pka de 5.4. Este
complejo ha mostrado ser potencialmente citotdxico, y se ha probado
que tiene una menor toxicidad que el CDDP (II). Los estudios hechos
se han desarrollado en células Hela, Calo, murinas de leucemia
L1210, contra los tipos de cancer S180, B16 y LW1 (34) (35) (36).

1.6.1. Casiopeina® Ill-ia.

En particular la Casiopeina® IlII-ia [Cu(4,4dimetil-2,2’-bipiridina)
(acetilacetonato)]NOs;, se encuentra en etapa preclinica con un alto
potencial antineoplasico, utilizando lineas de carcinoma cérvico-
uterino (HelLa y SiHa), mostrando ser una de las menos téxicas (37)
(38).

Ensayos realizados mediante estudios QSAR, mostraron que la
actividad antineopldsica debida a este compuesto, se relaciona con el
tipo y cantidad de sustituyentes presentes en el ligando bidentado
tipo diimina (N-N).

En este trabajo de investigacidon se usé a una de las Casiopeinas®

mas activas, la Casiopeina® III-ia:
1.6.1.1. Caracteristicas de la Casiopeina® Ill-ia.

> Polvo fino, libre de particulas extrafas, homogéneo, color azul

(claro).
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» Presenta solubilidad en agua y metanol.

> La DL50 por administracion intravenosa en raton es de 15.85
mg/kg.

> La DL50 por administracion intraperitoneal en raton es de 17.7
mg/kg.

> Reduce la expresién de metalotioneina, medio usado por las
células cancerosas para eliminar a los  farmacos
anticancerigenos basados en metales (39) (40).

» Al parecer su toxicidad se debe al donador N-N vy los

compuestos que poseen acetilacetonato como segundo ligante.

Volumen de distribucion aparente es de 44.8mL.

Tiene un coeficiente de particiéon de 0.358.

Pka de 8.25.

A temperatura constante se mantiene como una molécula

YV V V V

estable tanto en estado sdlido como en solucion acuosa (41).

A continuacién se enlistan algunos estudios realizados de este

compuesto dentro de los muchos trabajos que se han llevado a cabo.

> Se plantea el mecanismo de accién de la Casiopeina® Illia
estimandose que la generacion de radicales libres que causan
dafio oxidativo a la célula no ocurre en el citosol (42).

> En medios acidos (pH < 5), la Casiopeina® IIlia se protona y se
disocian los ligantes, por lo que no puede administrarse de
manera oral (43).

> Evaluando el efecto genotéxico sobre Drosophila se observa
gue este es menor que el de otros anticancerigenos empleados
en quimioterapia (38).

> Se evalué en modelos in vivo utilizando tumores humanos
xenotransplantados en ratones desnudos (nu/nu) comprobando
una doble actividad antitumoral con respecto a CDDP (II) (44).

> También se sabe que los complejos mixtos de cobre
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denominados Casiopeinas®, interactlan preferentemente con
adenina, esta interaccion es de tipo apilamiento, lo cual lleva a
pensar que estos complejos tendran como mecanismo de
accién el de ser intercaladores con el ADN. Los complejos
formados por fenantrolinas sustituidas (-CHsz, -CgHs, -H) vy
aminoacidos tendran un efecto intercalante mucho mayor que
aquellos complejos que contienen bipiridinas sustituidas (-H, -
CH3) y acetilacetonato o salicilaldehidato (45).

> Se validé el modelo de determinacién de la Casiopeina® Illia
por el método de HPLC vy se realizaron estudios de
farmacocinética en rata y perro. Con respecto a la toxicidad en
perros se observaron edemas pulmonares y cardiotoxicidad
después de la administracidon de dosis letales de 10 mg/kg (38).

> Evaluando el potencial citotéxico de la Casiopeina® mediante la
determinacion de su efecto sobre el indice mitdtico en células
de médula ésea de ratdn, se obtuvo en valor de 9.9 para la
mitomicina C, 3.7 para el cis platino y 1.8 para la Casiopeina®.
Estos datos revelan que aun cuando las dosis empleadas son
préoximas para la Casiopeina® y para el CDDP (II) (14 y 17
mg/Kg) el potencial citotéxico del compuesto de prueba es dos
veces menor que para el CDDP (II) (46).

> Se observa que este compuesto tiene efecto teratogénico,
induciendo malformaciones esqueléticas en embriones y fetos
de ratdn cuando las dosis usadas estan alrededor de los

7mg/Kg.
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1.6.2. Estructura general de las Casiopeinas®.
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Figura 13. Estructura general de las casiopeinas.
Dénde X=-N, -O. N-O= Aminoacidato. O-O= Salicilaldehidato o Acetilacetonato.

“Todo comienzo tiene su encanto’.
Goethe (1749-1832).
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CAPITULO 2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1. Hipotesis.

Las Casiopeinas® serdn capaces de inducir apoptosis en una
magnitud igual o mayor a la del farmaco control utilizado
(Busulfan®). La técnica de citometria de flujo sera lo suficientemente
sensible para detectar diferencias entre cada una de las Casiopeinas®
y el efecto de ellas, y las del farmaco control para poder determinar

una tendencia entre su estructura y su actividad antineoplasica.
2.2. Objetivos.
2.2.1. Objetivo general.

Evaluar la posible actividad antitumoral de cinco Casiopeinas®,
[Cu(4,7difenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs,
[Cu(4,7dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs,
[Cu(5,6dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs,
[Cu(4,4dimeti-2,2'-bipyridina)(acetilacetonato)]NOs y  [Cu(5,NO»-
1,10fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs para producir muerte celular
utilizando a la citometria de flujo como una técnica sensible en la
viabilidad celular sobre la linea tumoral de cancer cérvico-uterino
Hela.

2.2.2. Objetivos particulares.

> Sintetizar cinco Casiopeinas®
> Caracterizar a los complejos mediante espectroscopia de

infrarrojo (IR) y analisis elemental.

“Feliz el que ha llegado a conocer las causas de las cosas”. 33
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> Evaluar el porcentaje de apoptosis y/o necrosis en células Hela

®

inducido por las cinco Casiopeinas anteriormente

mencionadas.

> Evaluar si las Casiopeinas®

incrementan el porcentaje de
células en apoptosis y/o en necrosis en la Linea celular Hela,
de manera similar al de las tratadas con otro agente
antineoplasico  utilizado actualmente en  quimioterapia
(Busulfan®).

» Evaluar la influencia de los cinco sustituyentes diferentes de las

casiopeinas en la apoptosis y necrosis.

» Determinar la concentracién idénea de la mejor Casiopeina®
capaz de inducir la muerte celular por apoptosis mediante el

porcentaje evaluado en citometria de flujo.
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CAPITULO 3. ANTECEDENTES.

3.1. Busulfan®.

Dentro de los agentes antineoplasicos alquilantes del grupo de los
metanosulfonatos se encuentra el fadrmaco llamado Busulfan®, el cual
penetra en las células mediante difusion pasiva. El Busulfan® siendo
un agente electrofilico, reacciona con residuos de guanina del ADN
para formar entrecruzamientos con cuatro carbonos di-guanina, lo
gue provoca una lectura errédnea del codigo del ADN vy la ruptura de la
cadena simple. Se ha demostrado que el grado de entrecruzamiento
del ADN vy la citotoxicidad del compuesto son proporcionales a la
dosis. Su accion no es especifica a ninguna fase del ciclo celular (34),
aungue en ensayos in vitro han mostrado que las células en
replicacién son mas sensibles a Busulfan® durante la fase G1, el
progreso del ciclo celular se encuentra bloqueado en la fase G y al
contrario, las células cultivadas en fase S, que implica la sintesis de
ADN, no se ven afectadas porque el sistema de reparacion del ADN
esta activo en esta fase y mientras que en las células resistentes
pueden eliminar los entrecruzamientos del ADN producidos por
Busulfan® en un plazo de 6 horas, en las células no resistentes
tratadas de forma parecida, los entrecruzamientos del ADN

permanecen sin cambios, incluso al cabo de 24 horas (47) (48).

La manera en que actla el Busulfan® es cuando se hidroliza en medio
acuoso logrando liberar grupos metilsulfonato en los extremos
opuestos de la estructura alquilica de cuatro carbonos, produciendo
con esto iones carbonio que alquilan el ADN. Se considera que el
dafio del ADN en células que se dividen rapidamente es el
responsable de gran parte de la citotoxicidad de Busulfan® (49)

(Figura 14).

“No tengo talentos especiales, solo soy profundamente curioso”. 35
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Figura 14. Estructura de Busulfan®.
Nombre IUPAC: 1,4-butanediol-dimetanesulfonato. Formula quimica: C¢H1406S,. Peso
molecular: 246.304 g/mol. Actualmente es usado principalmente en leucemia
crénica mielégena.

Segun la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el cancer,
el Busulfan® es considerado como carcinégeno humano pudiendo
provocar el desarrollo de displasia broncopulmonar, aunque en dosis
habituales de 2 a 3 mg/m2 al dia, se distingue por tener pocos

efectos farmacolodgicos (50).

3.2. Apoptosis y Necrosis.

Con la caracterizacion de la carcinogénesis, el cancer pasé de ser sélo
una enfermedad con alteraciones en la proliferacion celular, a una

con desbalance entre proliferacion y apoptosis.

El término apoptosis ya era conocido desde la antigua Grecia y Roma
en un contexto médico y filosdfico, teniendo sus raices desde
Hipocrates (470-377 A.C), padre de la Medicina Occidental, la
apoptosis es relatada como la destruccién de los tejidos de gangrena
y mas tarde también es mencionada en el siglo II con Galeano (129-
201), médico del emperador Marco Aurelio donde comienza a
elaborarse el concepto de necrosis, aunque es a mediados del siglo
XX cuando se despierta principalmente la atencion a este proceso.

La palabra apoptosis viene del vocablo griego (apo-separacion vy
ptosis-caida), y fue elegida para diferenciarla de la muerte que ocurre
de forma natural o la muerte provocada por un daho agudo

(necrosis). Los embridlogos describieron a la apoptosis como una
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muerte celular programada, debido a que la célula inicia una serie de
acontecimientos ordenados en tiempo y espacio que se encuentran
controlados genéticamente (51). Estos cambios en la apoptosis son

debidas fundamentalmente a dos causas:

> recambio celular, es decir al término de un proceso de
diferenciacion
> Yy regeneracion, a causa de dafio tisular, que puede ser de

naturaleza fisica o quimica (52).

En 1972, John F. Kerr, Andrew H. Willie y Alistair R. Currie proponen
que la muerte celular responde a un programa de muerte intracelular,
que puede ser activado o inhibido por estimulos tanto fisioldgicos

como patolégicos (53).

Y actualmente la mayor parte del conocimiento que se tiene de la
genética molecular de la apoptosis, proviene de investigaciones sobre
el gusano Caenorhabditis elegans, debido a la homologia que tiene
con organismos superiores. La apoptosis en este nematodo ha sido
tomada como referente del proceso en todos los sistemas y esto ha
podido identificar una parte importante de la red de mecanismos que
lo controlan. El sudafricano Sydney Brenner, uno de los fundadores
de la biologia molecular, lo eligid entre miles de organismos como
modelo experimental para estudiar el sistema nervioso y el cerebro
humano. Este gusano tiene 19.099 genes, un poco mas de la mitad
del nimero de genes con que, segun se estima, cuenta el ser
humano (54) (55).

El anadlisis genético, realizado inicialmente en Caenorhabditis elegans,
ha demostrado que la muerte celular es un proceso regulado a nivel
genético y depende de un balance de sefales procedentes del medio

ambiente celular. En 1986, el grupo de H.R Horvitz inicia el estudio
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de los genes identificando 14 genes que poseen algun rol en la
muerte programada de las células; estos genes fueron bautizados
como ced (por C. elegans death genes), siendo particularmente tres
los genes que controlan la ejecucion del proceso apoptotico, los genes
ced-3 y ced-4 inducen apoptosis en las células y el gen ced-9 la
inhibe (56).

En total se han detectado 14 caspasas en mamiferos, 4 en C. elegans

y 7 en Drosophila melanogaster (Figura 15).
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Figura 15. Homologia de la via apoptoética en tres diferentes organismos.
EGL-1, Bid y Bim son inhibidores, CED-9 y Bcl-2 son reguladores, CED-4 y Apaf 9 son
adaptadores, CED-3, Caspasa 9 y DRONC son efectores.

El estudio del nematodo C. elegans establecid las bases para la
caracterizacion, que hoy dia aun es incompleta, de la compleja red de
procesos que culminan con la apoptosis celular y que se explicara

mas adelante.

3.2.1. Ejemplos de apoptosis y necrosis.

Dos formas de muerte celular son habituales en el organismo:

necrosis y apoptosis.
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La muerte celular es conocida desde hace mucho tiempo, pero se
consideraba que este proceso era siempre perjudicial para el
organismo, ahora se sabe que muchas células en un organismo
deben morir para que el conjunto sobreviva. Las células inducen su
muerte en el momento que ya no son utiles para el organismo o en el
caso de que comiencen a volverse potencialmente peligrosas, los
seres pluricelulares, por ejemplo, en su desarrollo llegan a su forma

final porque eliminan de modo selectivo cierto nimero de células.

» Por ejemplo, durante la etapa embrionaria de todos los
invertebrados ciertas neuronas deben enviar proyecciones
largas y finas desde los axones hasta el musculo que deberan
controlar. Si una neurona no realiza esa unidén, o la hace de
modo inadecuado, estad destinada a morir por apoptosis.

> Otro ejemplo lo muestra el nematodo C. elegans, el cual para
llegar al estado adulto tiene que perder por apoptosis 131
células de su organismo.

» Moldear estructuras o formas. La apoptosis es importante para
dar forma a diferentes drganos y estructuras en el desarrollo,
como ocurre en los humanos durante el desarrollo fetal
eliminando las membranas interdigitales y obteniendo Ia
individualizacién de los dedos. Por el contrario, la apoptosis se
encuentra bloqueada en las extremidades de los patos por lo
gue éstas mantienen su caracteristica pata palmeada. Otro
ejemplo lo encontramos en la fusidon de estructuras como el
esternén y del paladar (57).

» Remover estructuras transitorias. En el desarrollo de algunos
organismos existen estructuras transitorias que son necesarias
en una etapa, pero removidas conforme avanza el desarrollo.
Por ejemplo, la pérdida de la cola de los renacuajos durante la
metamorfosis de los anfibios, la pérdida de la cola en los

embriones humanos en desarrollo, los ductos de Millerian que
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forman el atero y los oviductos en las hembras de los
mamiferos que son eliminados por apoptosis en los machos, asi
como también, en los machos la testosterona dirige la muerte
de las células de las glandulas mamarias (58).

> Controlar el niumero de células. Hay érganos en los cuales se
producen una gran cantidad de células y posteriormente se
reduce el nimero por muerte celular. En el caso del sistema
nervioso, aproximadamente el 50% de las células que se
producen son eliminadas. Se ha considerado que solo
sobreviven las células capaces de hacer contacto con las células
blanco y las demas son descartadas. Durante el desarrollo se
forman neuronas en exceso, controldndose la excesiva
produccion con un reajuste de su nimero por muerte celular, lo
que permite posteriormente la muerte de las neuronas menos
capacitadas. Por otra parte, la apoptosis también participa en la
involucién de o6rganos como la eliminacién del endometrio al
iniciarse la menstruacion y se hace presente en las mamas
cuando termina la lactancia (59).

> Funcidén inmune. Eliminar células anormales, mal ubicadas, no
funcionales o dafinas al organismo. A la apoptosis se le ha
asignado un papel en el control de eventos del sistema inmune,
como es la seleccion de linfocitos T. La apoptosis interviene en
los mecanismos de defensa especialmente en infecciones
virales, en estas circunstancias las células infectadas sufren
apoptosis inducida por linfocitos a fin de evitar la replicacidon
viral y por tanto la propagacién de la infeccion. Dos ejemplos
interesantes de induccidn de apoptosis estan en el sistema
inmunoldgico. Originados en la médula dsea, los linfocitos T
"maduran" en la glandula denominada timo (de ahi la T),
entran en la sangre y en el sistema linfatico y pasan a tener un
papel primordial en la defensa contra los microorganismos. Los

linfocitos T poseen moléculas proteicas en su superficie
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(receptores) que reconocen sustancias extrafias y las
combaten. Pero algunos linfocitos contienen receptores que
reconocen elementos del propio organismo, lo que provocaria
una auto agresidon si las células fuesen activas. Durante la
maduracion en el timo sélo sobreviven los linfocitos que se
unen a componentes extrafios; el resto es eliminado por medio
de la apoptosis (60).

> Producir células diferenciadas. Se encuentran tipos celulares en
los que la diferenciacién terminal requiere que las células
mueran, como es el caso de los queratocitos. En éstos la
sobreexpresion de bcl-2 inhibe su diferenciacion terminal in
vitro (61).

> El proceso de diferenciacion terminal es otro ejemplo. En
diferentes tejidos, como es el epitelio intestinal, las células
proliferan y se diferencian; las células una vez diferenciadas no
proliferan, alcanzando un estado en el que la célula no
responde a factores de crecimiento.

» Apoptosis y envejecimiento. Dentro de los procesos de muerte
celular programada también se incluyen otros tipos de muerte
celular, como la asociada a la senescencia 0 envejecimiento.
Este proceso se ha relacionado con una acumulacion de dafios
en su material genético y se ha descrito una reduccion de los
teldmeros del ADN celular a lo largo de la vida de las células.
Esto se traduce en una pérdida de la estabilidad de la cromatina
que ocasiona la muerte de la célula (62).

> Dafo al ADN. Las células defectuosas o anormales en las que se
ha producido un dafio en el ADN también se eliminan por
apoptosis, siendo éstas sustituidas por nuevas células. La lesidon
en su genoma hace que las células puedan llegar a desarrollar
cancer. Las células responden a la lesién al ADN incrementando
la produccién de p53, un poderoso inductor de apoptosis. Las

mutaciones en p53 producen una proteina defectiva que
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frecuentemente se detecta en células cancerosas. Una sefial
gue puede desencadenar la apoptosis de una célula, es la
pérdida de la adhesidon a la matriz extracelular que la rodea. De
una manera extrinseca, la radioterapia y la quimioterapia

inducen la apoptosis en algunos tipos de cancer.

Asi, de manera natural durante el desarrollo de un organismo, se
eliminan por apoptosis células anormales con localizacion errdonea, no
funcionales o potencialmente peligrosas, de forma que solo
completen el proceso de desarrollo células no dafiadas. La apoptosis
por tanto es un proceso fisiolégico normal donde la muerte celular
aparece de una manera programada, al contrario de la apoptosis, la
muerte celular en la necrosis al sufrir dafios graves tales como falta
de oxigeno, insuficiencia de sangre al tejido o isquemia, accion de
sustancias quimicas o todxicas, una infeccion o el desarrollo de una
enfermedad autoinmune, no ocurre de manera ordenada. Los
factores que pueden producir necrosis son de naturaleza variada pero
son dos los que se han usado mas frecuentemente para comprender
la patogenia de la necrosis: la necrosis por coagulacién y por

licuefaccion.

> Necrosis de coagulacidon, generalmente causada por isquemia,
en que el 6rgano tiene un aspecto opaco y seco. Puede verse
esta necrosis en bazo, corazén y rifidn. Una variedad de esta
necrosis es la caseificacion que se presenta especialmente en la
tuberculosis como focos nodulares.

> Necrosis de licuefaccion, se forma rapidamente; por ejemplo,
después de una quemadura en la piel al producirse una

ampolla, en que tenemos un liquido seroso.
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3.3. Ciclo celular y apoptosis.

Dentro del ciclo celular el mecanismo apoptotico puede iniciarse en el
tercio final G1 para impedir que una célula dafada ingrese a la fase
de sintesis de manera que las mutaciones no se reproduzcan durante
la replicacién del ADN y en la fase G2 para impedir que las células
que no hayan llegado a la madurez entren en mitosis, pero siendo el
caso de un proceso tumoral, el organismo no controla la proliferacién

celular ni la entrada en ciclo de las células cancerosas (Figura 16).

APOPTOSIS

Reparacion

ADN Célula en ciclo

0

e

Parada del
ciclo en G1
Entrada en
fase activa
Activacion

p53 Lesiones de

ADN detectadas Paso a reposo

Figura 16. Entradas y salidas en el ciclo celular.
La velocidad de crecimiento de un tumor dependera de la duracion del ciclo celular, y por otra
parte, de la proporcién entre el nimero de células en reposo sobre el nimero de células activas
(63).

3.4. Cambios morfolégicos y bioquimicos durante la apoptosis y necrosis.

La apoptosis es un tipo de muerte celular que puede ser distinguido
de la necrosis por criterios morfoldgicos y bioquimicos. Durante la
apoptosis es posible notar cuatro fases diferentes, la fase de
activacién, fase de ejecucion, fase de engullimiento y la fase de
degradacién, presentando caracteristicas muy bien definidas (Figura
17).

“No tengo talentos especiales, solo soy profundamente curioso”. 43
Albert Finstein (1879-1955).



CAPiTULO 3. ANTECEDENTES L
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Figura 17. Via genética de la muerte celular programada en organismos
superiores. 1.-Activacién de receptores: desequilibrio entre factores inductores e
inhibidores. 2.-Fase temprana: Activacién de proteasas y endonucleasas, Fase
intermedia: Fragmentacion de ADN, Fase tardia: Emision de cuerpos apoptoéticos. 3.-
Deteccion de fosfatidilserina (PS), 4.-Evita liberacion de componentes intracelulares.

Morfolégicamente durante la apoptosis, se observa que la célula
adquiere una forma redondeada y se separa de las células contiguas,
durante este proceso, se presenta una alta condensacidon nuclear y
citoplasmatica en forma de cuerpos apoptoticos envueltos por
membrana celular que son rapidamente fagocitados por células
especializadas llamadas macréfagos, o en algunos casos por células
adyacentes a la célula apoptotica. Cada fragmento posee membrana
e incluso puede contener organelos celulares que preservan su
estructura aun después de ser fagocitados, los lisosomas
normalmente permanecen intactos aun después de la fragmentacién
de la célula y el contenido celular no es vertido al espacio
extracelular, por lo tanto no se genera una respuesta de tipo

inflamatoria (64).

En contraste, durante el proceso de necrosis se observan cambios
intracelulares como son la picnosis (condensacion del nucleo),
cariolisis (disolucion de la cromatina), cromatolisis, (disolucién de los

cromosomas) y carriorexis (fragmentaciéon de la cromatina) (Tabla 2).
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APOPTOSIS

NECROSIS

Muerte fisiolégica. Proceso

Muerte no fisiol6gica, muerte

muy regulado y controlado accidental traumatica.
Proceso no regulado

Se produce durante el No se produce durante el
desarrollo, mantiene la desarrollo

homeostasis tisular y elimina
células dafadas.

Inducida por estimulos Inducida por un dafio celular

intracelulares o extracelulares o tisular
Proceso energéticamente Proceso energéticamente
activo y que requiere la pasivo.

biosintesis de proteinas.
Degradacion mediada por
caspasas.

Sigue un orden especifico de La célula se hincha, se lisan
eventos. Condensacion de la organulos subcelulares y se
cromatina y fragmentacion desintegra de forma
internucleosomal del ADN desordenada. Existe dafio a
gendmico. Mantenimiento células vecinas.

estructural de organulos

Mantenimiento de la La ruptura de la membrana
integridad de la membrana conduce a la liberacién del
plasmética. El  contenido contenido extracelular,

celular queda englobado en asociada a la inflacion.
los cuerpos apoptéticos. No

se produce inflamacion.

Tabla 2. Esquema comparativo de las diferencias de la muerte celular por apoptosis y
necrosis. La muerte de las células puede desencadenarse por multiples causas: pérdida de su
funcién, dafio mecanico, infeccidén por virus o microorganismos, accién de agentes quimicos
téxicos o la falta de nutrientes (65).

Desde el punto de vista bioquimico las células apoptéticas se
caracterizan por presentar una reduccion en su potencial mitocondrial
liberando asi al citocromo ¢, presentan acidificacion intracelular,
producciéon de radicales oxidantes, degradacién de la cromatina en
fragmentos oligonucleosomales y externalizacién de residuos de
fosfatidilserina para unirse a los macrofagos que fagocitan los
cuerpos apoptéticos. Los cambios bioquimicos que se producen al
activarse la sefal de la apoptosis, esta referida a la degradacion del
ADN nuclear, siendo un evento irreversible. En primer lugar ocurre un
cambio en la permeabilidad de la membrana plasmatica (pre-lisis del

ADN) con una importante afluencia de iones de Ca®* y Mg?*, donde se
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activan o sintetizan unas enzimas especificas llamadas endonucleasas
que cortan el ADN en fragmentos regulares, en un periodo entre
algunos minutos y algunas horas. Sélo las partes del ADN protegido
por las proteinas del nucleosoma quedan intactas generando mono y
oligonucleosoma. Los fragmentos del ADN pueden ser observados
bajo electroforesis formando un disefio consistente en multimeros de
aproximadamente 180 a 200 pb., produciendo el caracteristico patrén
de escalera utilizado como marca bioquimica en el reconocimiento de
la apoptosis. Estos cambios bioquimicos son estimulados por la
activacion de un conjunto de enzimas proteoliticas llamadas

caspasas, que se describiran con detalle mas adelante (66).
3.5. Mecanismos moleculares de la apoptosis.
3.5.1. Reguladores.

Las células del organismo reciben un gran numero de sefales de
manera constante como son la proliferacion, diferenciacion y por
supuesto la apoptosis. Para que una célula sea inducida a morir por
apoptosis, es necesario que la célula deje de recibir sefales de

supervivencia y comience a recibir sefiales de muerte.

Figura 18. Activadores de muerte.

1. Presencia de ligandos que inducen la muerte a receptores en la superficie de la célula. 2.
Estrés celular por exposicion a la radiacion. 3. Sustancias quimicas o sustancias virales. 4.
Induccidn de la apoptosis por linfocitos citotéxicos a través de la granzima. 5. Sefiales
intrinsecas inician la apoptosis a través de las mitocondrias.
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La naturaleza de los inductores de muerte celular puede ser de tipo
fisico, fisioldgico, bioldgico o quimico y para lo cual se requiere de

genes involucrados en la regulacion de la apoptosis (Figura 18).

A nivel molecular las siguientes proteinas son pieza clave en los
mecanismos que controlan el ciclo celular, la proliferacion y la muerte

de las células (Tabla 3).

GEN LOCALIZACION

BCI-2/ Bel/XL Membrana mitocondrial, membrana nuclear y
reticulo endoplasmico

Bax/ bak/ bad Membrana mitocondrial, membrana nuclear y
reticulo endoplasmico

myc Nucleo

p53 Nucleo

APO-1/ Fas Membrana celular

ALT/VIT E Citosol

CPP32 Citosol

Tabla 3.Genes moduladores del proceso apoptético.

3.5.2. Familia Bcl-2.

Dentro de los genes reguladores mas representativos del proceso
apoptotico se encuentra la familia Bcl-2, p53 e IAPs.

La familia Bcl-2 se encuentra conformada por una familia de genes
que codifica hnumerosos miembros que promueven la vida (bcl-2, bcl-
xL, bag y otros) y otros que promueven la muerte (bax, bak, bcl-xs,
bad). Estas dos, (Bax y Bak) son las que liberan al citocromo c
desencadenando con ello toda la cascada de sefalizacion de la
activacién de caspasas. Bcl-2 y Bcl-XL, inhiben la apoptosis,
bloqueando en parte la liberacidon de citocromo-C. Estas proteinas se
encuentran frecuentemente asociadas en pares, y dependiendo del
tipo de pares y de su proporcion relativa, la célula puede sobrevivir o

morir. Normalmente se encuentran asociadas a diferentes
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membranas celulares como reticulo endoplasmico, mitocondria y
nucleo, siendo capaces de alterar la funcionalidad de las membranas
donde se encuentran cambiando el potencial de membrana vy
facilitando la salida o entrada de iones. En células cancerigenas se

observa un aumento de Bcl2 y Bcl-XL.
3.5.3. Lamolécula p53.

Otra molécula importante en la modulacion del proceso apoptoético es
el factor de transcripcién p53, esta molécula es un potente inductor
de apoptosis y en ocasiones las células que presentan mutaciones en

el gen que codifica para p53 desencadenan en células cancerosas

(Figura 19).
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Figura 19. Comparacion del dafio al ADN efectuado por p53. Los carcinomas mas comunes
debido a alteraciones de p53 en el ADN son las de higado, mama, colon, pulmén 'y
osteosarcoma.

Los mecanismos moleculares involucrados inducen no solamente el

cese del ciclo celular sino la expresién de diversas proteinas como
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Bax, y las proteinas PIG (glicosil-fosfatidilinositol), que podrian estar
involucradas con la produccion intracelular de especies reactivas del
oxigeno (radicales libres) y del nitrogeno. El gen p53, denominado
guardian del genoma es capaz de activar una serie de genes
transcritos como p21 (inhibidor del ciclo celular en G1) o de llevarlo a
un proceso de apoptosis (67).

La via que se active dependera de las sefales que le lleguen, sean

internas o externas.
3.5.4. Inhibidores, IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins).

Aunque las caspasas son una maquinaria perfecta encargada de la
ejecucion de la muerte celular, existen las proteinas IAPs que se
encargan de inhibir el proceso apoptoético y para ello lo logran de dos

Mmaneras:

> Se unen a las procaspasas impidiendo su activacion.

» Se unen a las caspasas inhibiendo su actividad.

En una célula normal la caspasa inmediatamente es bloqueada por las
IAPs, de modo que no puede cortar estructuras celulares y por lo
tanto no hay muerte. En una célula envejecida o dafiada, las IAP son
inmediatamente desaparecidas por lo que las caspasas pueden iniciar
la muerte. En la enfermedad del cancer, las proteinas IAP bloquean a
las caspasas y por lo tanto las células cancerosas no pueden morir
(68) (69).

3.5.5. Caspasas.

La apoptosis implica una programacion genética de la célula, que
promueve una cascada dependiente de energia de cambios

morfoldgicos y bioquimicos en el interior de la célula, que conducen
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como consecuencia al desensamblaje de la célula, a su muerte y su
posterior eliminacion. Esta cascada de sefalizacion se encuentra
gobernada por un sistema proteolitico que incluye a una familia de

proteasas denominadas caspasas.

El nombre de Caspasa, introducido en 1966, comienza con la letra “"C”
por contener un residuo de cisteina en su centro activo, termina en
“asa” por tratarse de una enzima y se intercala “asp” debido a su
especificidad en realizar protedlisis tras un residuo aspartato. Las
caspasas se sintetizan como precursores inactivos que se convierten
en la forma activa por rotura proteolitica. Una vez activas, las
caspasas producen la hidrélisis a partir de residuos de acido aspartico
en la proteina sustrato. Principalmente las caspasas presentan una
localizacion citosdlica, aunque se han observado en el interior de

mitocondrias, del reticulo endoplasmico y en el nucleo (70).

En los mamiferos, la familia de las caspasas esta constituida por 14
caspasas y son nombradas por el orden cronolégico de su
descubrimiento: caspasa-1, caspasa-2, etc. Todas las caspasas

presentan caracteristicas bien definidas:

» Tienen un dominio N-terminal, el cual es muy variable tanto en
su secuencia como en su longitud

> La regidén catalitica esta formada por dos dominios, uno grande
("20 KDa) y otro pequefo ("10 KDa), que daran lugar a las dos
subunidades de la enzima una vez activada

» Las caspasas se dividen en dos grupos, en caspasas iniciadoras
y efectoras, segun la longitud de su region reguladora N-
terminal o predominio. Las caspasas iniciadoras se activan
después de un estimulo apoptotico por autoproteolisis. Las
caspasas efectoras o ejecutoras se activan por las caspasas

iniciadoras en una cascada amplificadora (71).
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El proceso de activaciéon permite a las caspasas lograr un efecto
cascada que se va llevando a cabo desde la senal de inicio,
provocando una reaccion en cadena que conduce a la activacién de
otras caspasas y a la muerte de la célula. Por lo tanto, la regulacién
de la activacion de las caspasas es fundamental para determinar la

supervivencia o muerte celular (72).

En la interaccion existente entre la sefial de apoptosis y la puesta en
marcha de la cascada de proteolisis mediada por caspasas, es
necesario conocer la existencia de una serie de proteinas, los
adaptadores. Entre estos adaptadores se encuentran FADD, TRADD vy
Apaf-1. Para ello posee dos regiones de unién que son las que
distinguen a las moléculas adaptadoras. Por una parte, un dominio
DD (death domain) por el cual se une a una regién homologa
presente en la region intracitoplasmatica de CD95, y por la otra, un

dominio DED (death effector domain).

La capacidad proteolitica de las caspasas activas conduce a la
degradacion organizativa de las células ocurriendo los siguientes

SuUcCesos:

corta el contacto con las células vecinas
reorganiza el citoesqueleto

activa las endonucleasas

YV V V V

apaga la replicacion vy elimina la poli (ADP-ribosa) polimerasa

(PARP), molécula implicada en la maquinaria celular que repara

el dafo en el ADN

> participa en la destruccion de la lamina nuclear y de las
proteinas del citoesqueleto

> induce a la célula a exhibir sefiales que las marcan para ser

fagocitadas (fosfatidilserina) y desintegrar las células en

cuerpos apoptéticos (73).
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3.5.5.1. Vias de sefalizacion.

Son dos las principales vias de sefializaciéon que conducen a la muerte
celular por apoptosis y son extracelulares o via extrinseca (via de
receptores de muerte) e intercelulares o via intrinseca (via
mitocondrial). Estas vias de sefializacion son reguladas

principalmente por las familias anteriormente mencionadas.
3.5.5.1.2. Via intrinseca.

Los mecanismos moleculares que conducen a la apoptosis son una
detallada cascada de eventos que suceden desde la superficie celular
hasta los cambios finales en el nicleo y que aunque se conocen
muchas de las proteinas clave que estan reguladas en la muerte
celular programada, no todas estan todavia completamente
esclarecidas (74).

La via intrinseca requiere la liberacion de proteinas mitocondriales
tales como el citocromo ¢ y smac/diablo. Durante la apoptosis por la
via intrinseca se observa frecuentemente una parada de |la
fosforilacion oxidativa, y pérdida del potencial transmembrana
mitocondrial. Este evento se ha asociado a la apertura del poro de
permeabilizacién. El poro mitocondrial es muy importante ya que
participa en la regulacion del calcio, pH, volumen mitocondrial,
potencial de membrana y ademas funciona como un canal anidnico.
La apertura del poro genera la salida hacia el citosol de factores

apoptoticos como son:

> Salida del citocromo c, el cual desencadena la activacion de las
caspasas. Se sugiere que la formacion y apertura del poro
provocaria una despolarizacién de la mitocondria, seguida de un
aumento en el volumen mitocondrial y subsecuente ruptura de

la membrana externa permitiendo la salida del citocromo c
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» Smac/diablo (Direct IAP Binding protein of Low PI) bloquea la
accién de las proteinas inactivadoras de la apoptosis (IAP)
» El factor inductor de la apoptosis (AIF) estimula la apoptosis a

nivel nuclear independiente de las caspasas.

El poro mitocondrial es un canal que atraviesa la membrana interna y
la externa , entre cuyos componentes se encuentra el ANT (Adenina
Nucleotide Translocator, Translocador de ATP/ADP), el VDAC o porina
(canal idnico de voltaje-Dependent Anion Channel), el receptor de
benzodiazepina, la cinasa, la clorofila D y la hexocinasa II. La
alteracion mitocondrial activada por estrés puede explicarse por la
activaciéon de Bax al inducir la apertura del poro mitocondrial a través
de p53. Sin embargo, la liberacion del citocromo c puede ser inhibida
por Bcl2 (Figura 20).

Apoptotic signals

14-5eg
Bagd 7

De-phosphorylation

release of Bad

Apaf-1

Caspase 9

Caspase
Cascade

Figura 20. Poro mitocondrial.

En una célula sana la membrana externa de la mitocondria expresa la
proteina Bcl-2 en su superficie. Bcl-2 se une a una molécula de
proteina denominada Apaf-1 (factor activador de la proteasa
apoptotica) y de esta manera Apaf se mantiene en forma inactiva, sin

embargo, cualquier alteracion del equilibrio interno de la célula, por
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ejemplo, la elevacidn de las especies reactivas de oxigeno, causa que
la mitocondria libere al citocromo c.

La salida al citosol del citocromo c es la pieza imprescindible para la
formacién del apoptosoma, el citocromo c se liga a la proteina
citosolica Apaf-1 que estabilizada por su unién a ATP les permite
asociarse entre ellas. El resultado es una estructura similar a una
rueda que permite reclutar siete moléculas de procaspasa 9 y que al
unirse dos apoptosomas provoca la activacién de la caspasa (75) (76)
(77) (78) (Figura 21).

Formacion del apoptosoma

- Apaf-1

Citocromo-c

Reclutamiento de
procaspasa-9

-Procaspasa-9

ACTIVACION DE CASPASA

Figura 21. Formacion del apoptosoma.

Se sugiere que Apaf-1 es un regulador alostérico de la caspasa 9, ya
que uno y otro funcionan como subunidades de una holoenzima. La
procaspasa-9 sufre una autoproteolisis, se vuelve activa y a su vez
activa a caspasa 3. La activacién secuencial de las caspasas crea una
cascada de caspasas que conlleva a la digestion de proteinas
estructurales en el citoplasma, la degradacién del ADN cromosémico
y a la fagocitosis de los cuerpos apoptéticos. En tanto, Smac/diablo
segundo activador de caspasas derivado de la mitocondria, es un
inhibidor de las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP) (79) (80). La

permeabilizacion de la membrana mitocondrial se regula por las
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acciones opuestas de los miembros de la familia Bcl-2. Las proteinas
proapoptéticas Bcl-2, como Bax y Bak, pueden activarse
directamente por interacién con la proteina Bid que posee solo el
dominio BH3. Alternativamente, la unidn de otras proteinas
apoptoticas, como Noxa, Puma, Bad y Bim a las antiapoptéticas Bcl2
y BcIXL, origina la inactivacién de Bax y Bak. La liberacién regulada
de factores pro-apoptoticos de la mitocondria causa la induccion de
las caspasas iniciadoras y efectoras o ejecutoras y una pérdida del

potencial de membrana mitocondrial (81).
3.5.5.1.3. Via extrinseca.

La via extrinseca o también llamada “via de los receptores de
muerte" establece conexiones con el espacio extracelular, recibiendo
sefiales proapoptéticas desde el exterior y de las células vecinas. Los
receptores de muerte mas conocidos son la proteina Fas y el factor
de necrosis tumoral (TNFR1), ambos son proteinas transmembrana
con sus dominios receptores expuestos en la superficie de la célula y
que transmiten las sefales apoptoticas por medio de un ligando
especifico llamado FasL y TNF respectivamente. La unién de TNFa al
TNRF-1 da lugar a la agrupacion de dominios intracelulares. Esto
permitira la unidon de una molécula adaptadora denominada TRADD.
La union del ligando a su receptor genera la sefal de apoptosis

activando directamente a las caspasas (82).

Al unirse el ligando al receptor se producen proteinas adaptadoras
que permiten la union de la procaspasa 8 favoreciendo su activacion,
esta enzima sufre activacion catalitica y se convierte en la caspasa 8
activa. La caspasa 8 es la iniciadora de la cascada de caspasas y
puede activar a otras caspasas posteriores como son las caspasas 3,
6 y 7 conduciendo de esta manera a la formacién de cuerpos

apoptoticos y a la fagocitosis de la célula (83) (84) (Figura 22).
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|
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via via

apoptotica sehalizadora

Figura 22. Esquema de un ligando de muerte.

La via intrinseca y la extrinseca convergen a nivel de la activacion de
la caspasa-3 mediante p53, aunque en la mayoria de las ocasiones
este solapamiento no se presenta y las dos vias operan de manera
independiente (85). Tras la activacién del receptor Fas por la via
extrinseca, la caspasa-8 puede también activar a un miembro pro-
apoptotico de la familia Bcl-2 denominado Bid y con ello
desencadenar la activacion de la ruta intrinseca (Figura 23).
Normalmente se encuentra en forma inactiva en el citosol, sin
embargo, la ruptura por la caspasa-8 permite a Bid translocarse a la
mitocondria, donde altera la membrana y libera el citocromo c al
citosol. Esto conduce a la activaciéon de la caspasa-9, amplificando
aln mas la cascada de apoptosis que se inicid por la activacién
directa de la caspasa-8 mediante los receptores implicados en la
muerte celular (86).

Se encuentran otras vias que desencadenan apoptosis como la
llamada via de la ceramida, la cual es la mediadora central de
diversas vias apoptoticas y bdasicamente puede ocurrir por la
activaciéon de la sintesis de novo o por la activacién de la hidrdlisis de
esfingomielina. Es sabido que tanto la quimioterapia como la
radioterapia producen un aumento en los niveles de ceramida que

anteceden a la primera manifestacion bioquimica de apoptosis (87).
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Otro mecanismo de apoptosis se produce por estrés del reticulo

endoplasmico el cual se encuentra mediado por la caspasa 12.

Receptores de muerte

(Fas, TRAIL-R, TNFRI)

Ej.FasL,TRAIL,TNF Agentes genotéxicos Factores de crecimiento
& . YT i Ej. EGF, IGF
Ej.radio, quimioterapia
Receptores de muerte

Caspasa 8-10
PI-3 Kinasa

* \\\\\\ Caspasa-2 /
" -
J L
y . e "

Akt/PKB
/
// |\

\ /R@ I\ 7|\
| |

' /
Smac-Diablo \\/ / \

FOXO03a |

c1tocromo c
| | Apaf 1 -——-caspasa 9}- IAPs//

Y NFkB
\/

Caspasa 3,6, 7
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Figura 23. Via intrinseca y extrinseca. Las caspasas iniciadoras (2, 8, 9 y 10) presentan
prodominios funcionales que permiten la asociacion de estas moléculas con complejos de
sefializacion; las caspasas ejecutoras (3,6 y7) son activadas por las caspasas iniciadoras y son
las responsables de la interaccién con otras moléculas que desencadenan la apoptosis (88).

En el caso del céncer en general se han observado multiples
alteraciones en los reguladores apoptdéticos pertenecientes a la via
extrinseca, pero sobre todo a la intrinseca, como son lineas tumorales
que carecen de caspasas 2, de Apaf-1 o bien de una presencia mayor
de proteinas IAPs entre otras. Asi como también estudios realizados
en ratones transgénicos han presentado alteraciones en el sensor
intracelular p53 (89) (90).
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3.6. Enfermedades degenerativas.

La apoptosis tiene una funcién bioldgica importante en el desarrollo y
la homeostasis de las poblaciones celulares y en la patogénesis vy

expresion de los procesos de las enfermedades (Tabla 4).

INCREMENTO DE LA APOPTOSIS

INHIBICION DE LA APOPTOSIS

Enfermedades neurodegenerativas

Cancer

Alzheimer

Leucemias y linfomas

Parkinson

Gliomas y neuroblastomas

Rinitis pigmentosa

Tumores hormona-dependientes

Epilepsis

Enfermedades autoinmunes

Degeneracion cerebelosa

Lupus eritematoso

Enfermedades hematolégicas

Glumerolonefritis autoinmune

Anemia aplasica

Miastenia gravis

Sindrome mielodisplasico

Enfermedades inflamatorias

Linfocitopenia T CD4+

Asma bronquial

Dafio tisular

Inflamacién pulmonar

Infarto de miocardio

Infecciones viricas

Accidente cerebrovascular

Adenovirus (E16)

Dafio renal tras isquemia

Hérpesvirus

Rifidn poliquistico

Poxvirus

Dafio hepético por alcohol

Baculovirus

Tabla 4. Patologias asociadas a alteraciones en el proceso de apoptosis. La apoptosis se
ha relacionado con la patogénesis del cancer ya que las células malignas evaden los
mecanismos apoptoticos.

La patogénesis de varias enfermedades humanas muestra que un
indicio apoptotico, puede contribuir tanto a notar que existe una
enfermedad como a la progresion de ella. Se ha observado que existe
una relacidn directa entre las alteraciones en el equilibrio que existen
con los procesos de muerte celular programada y la proliferaciéon
celular, dadas por el incremento o por la inhibicidon de la apoptosis.

Un incremento puede dar lugar a las enfermedades degenerativas y
su inhibicion a las enfermedades replicativas (como el cancer) (91).

Un aspecto importante serda la respuesta de los tumores a las

diferentes terapias antineoplasicas, sean tratamientos con agentes
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biolégicamente activos, hormonal, radioterapia o quimioterapia, ya
gue segun el tratamiento que se elija podra ser capaz de

desencadenar la apoptosis y/o necrosis en mayor o menor grado.
3.7 Métodos de deteccidon de apoptosis.

La deteccion de apoptosis se realiza por métodos directos e
indirectos, procurando evidenciar los cambios estructurales vy
funcionales, detectando los fragmentos celulares resultantes,
demostrando la presencia de genes relacionados con apoptosis (como
bcl-2 y p53), etc.

Métodos para detectar apoptosis:

> Analisis de expresion de genes

> Analisis de expresion de proteinas: receptores de la muerte y
ligandos, caspasas (caspasa-3), miembros familia Bcl-2,
citocromo ¢, etc.

> la microscopia Optica y electrdénica

> microscopia de fluorescencia

> visualizacién histoquimica mediante TUNEL (Terminal deoxi-
transferase mediated X-dUTP Nick End Labeling)

> demostracion de los caracteristicos peldafios que aparecen
mediante electroforesis en gel de agarosa

» ELISA (Enzyme Linked immunosorbent assay) que utiliza
anticuerpos monoclonales, técnicas inmunocitoquimicas

> y en el estudio particular de nuestra investigacion el andlisis de

células mediante la citometria de flujo con anexina.
3.7.1 Citometria de flujo.

La citometria de flujo CMF es una técnica de analisis que aparecio en

los afios 70 utilizando Nedn, Helio y Argdon como fuente de luz y
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gracias al actual desarrollo tecnoldégico como son Optica, electronica,
anticuerpos y fluorocromos que acompafa a la citometria de flujo, se
ha logrado reducir tanto la complejidad de los instrumentos como una
gran expansion en el nimero y en el rango de aplicaciones, tanto
basicas como clinicas.

La citometria de flujo es un método de analisis cuantitativo que
permite la medicidn rapida de ciertas caracteristicas fisicas y quimicas
de células o particulas suspendidas en liquido que producen una sefal
de manera individual al inferir en una fuente de luz. Una de las
caracteristicas analiticas mas importantes del citdmetro de flujo es la
de poder medir multiples parametros celulares como son el tamafo
de la célula, la complejidad de la membrana celular, relacién de
parametros dentro de una poblacién celular, relacion de parametros
en células individuales, evolucion de parametros dinamicos,
correlacidn con parametros determinados con otras técnicas tras
separacidén celular y por supuesto cualquier componente celular o
funcién que pueda ser marcada con un fluorocromo (92) (93) (94)
(95) (96).

ANEXO A. Estructura basica de un citometro de flujo.

3.7.1.2. Kit de anexina V.

Para la cuantificacidon celular en el citdmetro de flujo podemos utilizar
el kit de Annexin V: es una proteina que tiene afinidad por
aminofosfolipidos como la fosfatidilserina que se encuentra en las
membranas de las células apoptéticas. Esta proteina estd marcada
con Fluoresceina de manera tal que pueda ser cuantificada por un
citbmetro.

En las células normales la distribucion de los fosfolipidos en la
membrana plasmatica es asimétrica, la membrana interna contiene

fosfolipidos anidnicos como fosfatidilserina (PS) y la externa
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fosfolipidos neutros. Durante las fases iniciales de la apoptosis se
producen cambios en la superficie celular.

Uno de éstos es la alteraciéon de la membrana plasmatica, donde se
produce una translocacion de la fosfatidilserina de la cara interna a la
cara externa de la membrana. Para detectar la apoptosis se uso el Kit
de deteccion de apoptosis, en el cual la anexina-V esta conjugada con
el isotiocianato de fluoresceina (FITC) pudiendo detectar esta

fluoresceina en el citdmetro de flujo (Figura 24).

Anexina V-FITC w T . ) U Cars s Cate
Apoptos1s
Vs ] ¥ re . a5

F & 3 Y I‘ F- 5 & 4
IS O DO ,k-‘]‘. ) ex‘ternahzacmn de
-4 11): AV)\Y 1 ¥ .

L

SE fosfatidilserina

Membrana D! ) o 3 &/
LR
Citoplasma Citoplasma

Figura 24. Kit de Anexina V

La Anexina-V es una proteina dependiente de Ca®" que une
fosfolipidos cargados negativamente, la cual tiene una gran afinidad
de unién a los restos PS. Por lo tanto la anexina puede unirse a los
restos PS de las células apoptoéticas por estar accesibles a la cara
externa de la membrana plasmatica. De esta manera se puede
discriminar entre células apoptdticas y células normales. Ahora bien
la célula necrdtica presenta otra serie de cambios anteriormente
mencionados, donde la membrana de las células necroticas se
permeabiliza, estas pueden unir también anexina, pero para
distinguirlas de las apoptéticas se utilizd un colorante de unidn a
ADN, el Ioduro de propidio (IP). Solo las células con la membrana
permeabilizada (necréticas) podran tomar este fluorocromo. El
marcaje simultaneo con yoduro de propidio y el kit de Anexina-V

permite discriminar las células apoptdticas de las necrdticas, y de las
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células viables. Las células viables no presentan translocacion de la
fosfatidilserina ni ruptura de la membrana plasmatica y son dobles
negativas para el marcaje. Las células en fases iniciales de la
apoptosis son positivas para la Anexina-V y negativas para el yoduro
de propidio, ya que tienen translocada la fosfatidilserina pero
mantienen la membrana integra. Las células necrdéticas presentan
translocacion de la fosfatidilserina y rotura de la membrana vy, por lo
tanto, son doble positivas para el marcaje (Figura 25).
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Figura 25. Representacion de andlisis por citometria de flujo con células marcadas con
IP y anexina V. 1. Region donde se exhiben las células positivas al IP. 2. Regién de células
positivas a ambas fluorescencias (IP y anexina). 3. Células sin marcaje. 4. Células positivas a
anexina.

Asi, si se pega la Anexina a la fosfatidilserina y no se tifie con yoduro
de propidio serd debido a apoptosis, y si se tifie serd debido a
necrosis. Una fluorescencia emitida en el citometro de flujo
correspondera a apoptosis, y dos fluorescencias emitidas

corresponderan a necrosis (Tabla 5).

VIABLES APOPTOTICAS NECROTICAS
Tincién con Anexina-V | - + +
Tincién con yoduro de | - - +
propidio

Tabla 5. Patron de tincion de las células viables, apoptoticas y necréticas, tefiidas con
yoduro de propidio y anexina-V. (+)= Positivas. (-)= Negativas
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De esta manera distinguimos:

Células viables: no unen anexina y excluyen IP

Células en apoptosis temprana: unen anexina y excluyen IP

Células en apoptosis tardia: unen anexina e incorporan IP

Células necrédticas: Unen anexina e incorporan IP, o sblo incorporan
IP. De esta forma el histograma que se obtiene se puede dividir en

cuatro cuadrantes.
3.8. Electroforesis en gel de agarosa.

Existen muchos mecanismos utilizados en el proceso de purificacion
del ADN dentro de los cuales se encuentra la electroforesis en gel de
agarosa, que es una de las técnicas mas empleadas en biologia
molecular y celular.

La electroforesis en gel de agarosa es un método de laboratorio en el
que se utiliza una corriente eléctrica controlada, con la finalidad de
separar biomoléculas o fragmentos de moléculas de acidos nucleicos
segun su tamafo y carga eléctrica a través de una matriz gelatinosa.
Fue empleado por primera vez en el ano 1937, pero su importancia
vino a incrementarse cuando en los anos cincuenta E. L. Durrum y
Arne W.K. Tiselius, impulsaron la electroforesis de zona, nombre que
se asignd a la separacién de materiales en un campo eléctrico en
presencia de algun tipo de soporte; aunque este término se limité
originalmente al anédlisis de coloides y particulas submicroscdpicas
(97).

Los materiales mas comunes para separar moléculas de Aacidos
nucleicos son polimeros como la poliacrilamida o la agarosa. Los geles
se comportan como un tamiz molecular y permiten separar moléculas
cargadas en funcién de su tamafo y forma. Asi, moléculas de ADN de
diferente tamano, van a emigrar de forma distinta en un gel de

electroforesis. Es importante la utilizacién de marcadores de tamafo
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conocido porque nos permitiran calcular los pesos moleculares de las
muestras de ADN problema. En el caso de los geles de agarosa, se le
afade bromuro de etidio, sustancia que se intercala entre las bases
del ADN vy es fluorescente cuando se ilumina con luz ultravioleta,
logrando con ello que se vean las bandas correspondientes a las
muestras de ADN aplicado y los marcadores de peso molecular,
donde la separacion mostrara distintas bandas correspondientes a

cada componente de la mezcla (98).
3.9. Modelos in vitro.

Los estudios que son realizados con células de mamiferos han logrado
demostrar la gran funcionalidad que presentan para lograr avances
significativos en evaluaciones genotdxicas y aun que las lineas
celulares puedan carecer, por ejemplo, de una real interaccién entre
epitelio, estroma y matriz, respuesta inmune del huésped, asi como
de diferir del tumor que les dio origen, presentan una excelente
manipulacién, homogeneidad y reproducibilidad para lograr ser tiles
herramientas en investigaciones.

Hela es una de las lineas celulares usadas para investigacion y es
considerada como la primera linea de células inmortales humanas.
Esta linea se obtuvo de la American Tissue Culture Collection (ATCC).
Originada en una biopsia de cancer cérvico-uterino en una mujer de
raza negra, esta linea celular tiene aproximadamente 60 afios desde
que el doctor George Otto Gey consiguid aislar las células en cultivo
por primera vez; se dividen en 24 horas y son capaces de

multiplicarse muy rapidamente presentando resistencia a apoptosis.
3.10. Fase preclinica de farmacos.

El desarrollo de un farmaco comprende desde la sintesis, la obtencion

biotecnoldgica y por supuesto toda la fase preclinica, incluida la
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toxicologia; de manera tal que se asegure que el compuesto es
aceptable en cuanto a eficacia y seguridad para su ensayo en el
organismo.

Durante el estudio preclinico, se evallan los efectos tdxicos vy
farmacoldgicos del farmaco a través de pruebas in vitro e in vivo en
animales de laboratorio, deben realizarse ensayos de genotoxicidad y
absorcién del farmaco.

Uno de los objetivos de desarrollar nuevos farmacos es el de
proponer nuevos medicamentos con mejor biodisponibilidad, menor
toxicidad y menores reacciones secundarias para el organismo
(Figura 26).

Desarrollo de farmacos:

| DISENO |

| sintesis v caracterizacion |

| ProPIEDADES F1SICOQUIMICAS |
| |

ACTIVIDAD CITOSTATICA

ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA

IN VITRO- IN VIVD

IN VITRO-IN VIVO

| ToxicoLocIa ¥ FarMACoLOGIA |
1

|
IMECANISMO DE ACCIONI
CLINICA VETERINARIA
I MODELAJE I I I Y HUMANA
RELACION
ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

FIGURA 26. Disefio de farmacos.

3.11. JUSTIFICACION.

Entre los tumores neoplasicos, figuran en un lugar destacado por su

frecuencia de incidencia en la poblacion mexicana los del cancer
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cérvico-uterino. La quimioterapia ha sido una de las armas mas
relevantes en el tratamiento de dicha neoplasia, aun a pesar del
conocimiento de los efectos nocivos causados, que son mas
acentuados normalmente cuanto mayor es la dosis administrada,
estos efectos pueden llegar a ser tan fuertes que pueden obligar a la
interrupcién del tratamiento.

En estudios previos se ha adquirido el conocimiento de que algunas
Casiopeinas® han mostrado actividad antitumoral sobre lineas
celulares tumorales, sin embargo, poco se ha estudiado en lo
referente a nivel celular en cuanto a apoptosis se refiere, por lo que
realizar estudios sobre el porcentaje de suicido celular que pudieran
llegar a inducir las Casiopeinas® sobre células neopldsicas, representa
gran relevancia para evaluar la eficacia con la que las Casiopeinas®
pudieran llegar a eliminar un porcentaje de células cancerigenas de la
manera en que de forma natural, lo hace el ser humano dentro de su
homeostasis regular.

Asi mismo, anteriormente las Casiopeinas® sélo han sido evaluadas
en comparacion con el CDDP (II), principalmente, a la relevancia que
presenta este farmaco en cuanto a la funcidon antineoplasica que
ofrece y a la similitud en estructura que comparten los dos
compuestos (cuadrada plana). Sin embargo no se ha utilizado a otro
farmaco antineopldsico para evaluar a las casiopeinas, es por ésta
razén que se decidid utilizar a otro farmaco conocido comercialmente
como es el caso de Busulfan®, agente alquilante usado
principalmente en leucemia crénica mielégena.

La apoptosis es posible evaluarla debido a que durante este suceso la
membrana plasmatica sufre un cambio que es posible detectarlo a
través de la Citometria de flujo y a su vez mediante esta técnica,
cuantificar las células apoptoticas y diferenciarlas con las que puedan
deberse a necrosis.

Una de las vias importantes a investigar es el porcentaje de induccion

de apoptosis que los Casiopeinas® podrian llevar a cabo o no, asi
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como conocer si el cambio del substituyente en las cinco diferentes
Casiopeinas® reflejan importancia o presentan cambios significativos
dentro del proceso apoptdtico de estos farmacos sobre la linea de
cancer cérvico-uterino. Con base a esto en el presente trabajo se
evaluaron cinco diferentes Casiopeinas®, sobre la linea celular de
cancer cérvico-uterino con el fin de conocer la capacidad de inducir
apoptosis en menor o mayor grado que el farmaco de referencia
Busulfan®.

Para la determinacidon de la apoptosis se eligid la asimetria de la
membrana celular, ya que la pérdida de la asimetria de la membrana
es considerada como un suceso que se presenta en un proceso
apoptético. Para su determinacion se eligio a la Citometria de flujo,
debido a que es una técnica que nos permite determinar y cuantificar
las células apoptoéticas, asi como también las células que a diferencia

de la apoptosis puedan deberse a necrosis.

Es por esta razén que uno de los intereses de este trabajo es saber si
las Casiopeinas®, compuestos que en estudios previos han mostrado
actividad antitumoral sobre lineas tumorales como son Hela, SiHa,

Calo, seran capaces de inducir apoptosis.
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CAPITULO 4. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

4.1. Material, equipo, reactivos y soluciones.

Agua estéril

Balanza analitica

Busulfan®

Bomba de vacio

Botellas de cultivo (25cm?)

Campana de Flujo laminar clase II
Centrifuga clinica de 1000 a 2500 rpm Solbal
Filtros estériles de 0.22 uL

Incubadora de CO; Labline

Linea tumoral HelLa

Microscopio dptico Olimpus

Micropipetas automaticas y puntas estériles para las mismas
Pipeta automatica de 2 a 10 pL

Pipeta automatica de 10a 100 pL

Pipeta automatica de 100 a 1000 uL
Portaobjetos

Tanque de nitrégeno liquido

Termometro de-20 a 100°C

Tubos conicos estériles de propileno de 15 mL
Tubos Eppendorf

Tubos para centrifuga

Ultracongelador Revco (-70°C)

Soluciones:

Acido acético al 1%

Antibidtico y antimicético: 10,000 unidades/mL de penicilina G sddica

10,000 pg/mL de sulfato de estreptomicina b en solucion salina al
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0.85%

Azul tripano al 0.4%

Medio de cultivo (D-MEM, Dulbeco “s Modified Eagle Media)
Medio de cultivo RPMI-1640 suplementado

Suero Fetal Bovino (GIBCO 20%v/v)

Sulforrodamina B al 10%

Tripsina (Eagles 10%v/v)
Electroforesis en gel de agarosa:

Agarosa (Boehringer Mannheim)
Bromuro de etidio (10 mg/mL). (iiiiMUY PELIGROSO, USAR
GUANTES!!!).

Citometria de flujo:

Componentes del kit Anexina-V-FLUOS

Equipo de electroforesis (cubeta, soporte, peine, fuente de
alimentacion)

Micropipetas automaticas y puntas desechables para las mismas.
Marcadores de peso molecular.

Soluciones y Materiales pera electroforesis:

10x TBE: 0. 89 M Tris-borato, 0.02M EDTA (pH 8.0).

Solucion Anexina-V-Fluoresceina.

Solucién yoduro de propidio.

Tampdn Hepes (Amortiguador).

Transiluminador de luz UV.
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4.2. Sintesis de Casiopeinas®.

Sintesis y caracterizacion. Se sintetizaron cinco compuestos de
coordinacién de cobre de acuerdo a lo reportado en las patentes (99)
(100). Fueron sintetizadas a partir de nitrato de cobre (II), el ligante
cargado acetilacetonato y de la diimina correspondiente mezclandolas
en cantidades estequiométricas (1:1:1) en una mezcla de etanol-
agua (1-1). Se ajustd el PH con solucién acuosa de amoniaco y se
precipitd el producto por evaporacion parcial de disolventes.

Finalmente se recristalizé en agua caliente para su purificacién.

Las Casiopel'nas® se caracterizaron por analisis elemental y por
espectroscopia de infrarrojo con ayuda del Espectrofotdometro FT-IR
Nicolet Avantar 320 (4000-400 cm-1) y el Espectrofotometro IR
Bruker Vector 22 (800-200 cm-1).

Debido a que se han sintetizado alrededor de 100 compuestos ha sido
necesario organizar a las Casiopeinas® mediante familias. En la
siguiente tabla se muestran las claves asignadas a los compuestos en

base a su férmula (Tabla 6).

CLAVE FORMULA CONDENSADA

1)III-Ha [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;
2)III-Ea [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;
3)VIacac [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;
4)III-ia [Cu(4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina)(acetilacetonato)]NOs
5)III-5a NO3, [Cu(5-NO,-1,10 fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 6. Claves de las Casiopeinas® empleadas.
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4.2.1. Analisis Elemental.

Para el andlisis elemental se necesitd una muestra de 1 mg del
compuesto sintetizado y se realizé el analisis en el equipo R-126 Fette

mediante una curva patron de sulfacetamida.
4.2.2. Espectroscopia de Infrarrojo.

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron usando la técnica de pastilla
de KBr (Bromuro de potasio). Aproximadamente se muelen 70 mg de
KBr anhidro en un mortero de agata. Después se afiade 1 mg de
compuesto y se muele hasta obtener un sélido muy fino. El sélido se
prensa en la pastilladora por cinco minutos. Al terminar se obtiene el

espectro de infrarrojo.

4.3. Técnicas de cultivo celular.

Para proceder al descongelamiento de las células HelLa, se mantuvo
la campana de flujo laminar estabilizada y encendida previamente 15
minutos antes de iniciar la sesién de trabajo. Las células se
encontraban originalmente en criotubos que se sacaban del tanque
con nitréogeno liquido a (-70°C) y se introducian en un bafio de agua
previamente calentado a 37°C. En la campana de flujo laminar se
prepard un tubo cdnico falcon con 10 mL de medio de cultivo D-MEM
para diluir el crioespesor y en cuanto se observd el
descongelamiento, la suspensién se centrifugd durante 5 minutos a
1500 rpm, el sobrenadante se desechd y el paquete celular fue
resuspendido en 1 mL mezclando homogéneamente el paquete
celular. Al finalizar, la suspension celular obtenida se utilizdé para la
siembra en las cajas de cultivo. El medio de cultivo se encontraba
suplementado con suero fetal bovino al 10%, aminoacidos,

antibioticos y antifungicos.
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Observaciones: Cada vez que se descongelaban las células se dividian
en dos frascos, uno para la realizacién de los experimentos y otro
para volver a congelar. De esta manera nos asegurabamos que todas
las lineas celulares utilizadas en este trabajo permanecieran
disponibles en el laboratorio, para trabajos posteriores. EI DMSO es
un anticongelante que impide la formacion de cristales de agua en el

interior de las células, manteniendo la integridad celular.
Al término, se realizo la viabilidad y el conteo de células.
4.3.1. Cuantificacién de células.

Por separado en un tubo de microfuga de 1.5 mL se colocaron 20 L
de la suspensidn celular y 80 pL de azul tripano, se mezclo
perfectamente y se transfirieron cuidadosamente a las dos secciones
de la camara de Neubauer. Se colocd el hematocitdmetro en el
microscopio O6ptico utilizando el objetivo a 10x. Posteriormente se
procedié a contar el nimero de células tefiidas y no tefiidas por mm?,
para que el conteo sea mas preciso se recomienda que el conteo sea
entre 100 y 500 células por mm?, la cuenta se repitié en las otras
secciones y posteriormente se hicieron los calculos correspondientes

a la viabilidad y al nimero de células por mL de suspension.

C= N*FD*10*
Donde
C= Células por mililitro
N= Promedio de células contadas

10*=Factor de conversidon de la cdmara

Porcentaje de viabilidad= [(Toc-Tef)/Toc]*100
Dénde:

Toc=Total de células contadas y Tef= Células tefiidas
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CONTEO DE CELULAS HelLa= C1, C2, C3, C4

VIVAS MUERTAS
C1 172 26
Cc2 201 35
C3 80 36
C4 224 39
SUMA 677 + 136 =813 TOTALES

VIVAS/TOTALES X 100 = 83.27% de viabilidad
Conteo de numero de células:
Vivas 677/4x5x10,000 = 8,462,500 numero de células totales en el
vial de HelLa descongelado.
Al conocer el numero de células con las que cuento, se dividieron
entre el niumero de cajas que se quiere proliferar y el resto fué
congelado y guardado en el banco de células. En cada caja se
colocaron 200,000 células para la siembra.
Se necesitaron 5 cajas de 25 cm? con 1,000,000 de células Hela para

sembrar.

8,462,500 células de HelLa -1,000,000 células que se utilizaron
para sembrar = 7,462,500 células que se congelaron y guardaron
en el banco de células Hela.
En 980 pL --------- 8,462,500 células Hela
X mmmmmmeee- 200,000 células
X=23.16 pL de células Hela por caja
23.16x5cajas= 115.8 yL
980 pL-115.8 uL= 864,2 UL para congelar
864,2 uL / 3= 288 pL
7, 462,500 de células HelLa/3 viales de 1 mL para congelar =
2487500 células HelLa en 288 pL de solucion. Cada uno de los 3
viales para congelar tiene 288 pL células HeLa+ 612 puL de SFB +
100 pL de DMSO= 1mL.
Observaciones: Las células a congelar deben guardarse dentro de

un criotubo en el congelador hasta el momento de su descongelacidn
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y asi mismo debe etiquetarse con el niumero de células contenidas.
Cada vez que se congela un stock celular se anota en el criotubo el
numero exacto de pases de la linea celular. El nUmero de pases indica
cuantas veces se ha subcultivado la linea celular. Es importante
trabajar con células que tengan pocos pases porque las lineas
celulares establecidas tienden a ser inestables, de manera que
algunas caracteristicas fisioldgicas y morfologicas del cultivo pueden

cambiar con el tiempo.

Posteriormente se procede a l|la siembra en cajas de cultivo
triangulares de 25 cm?.
Las 200,000 células HelLa que se sembraron en las cinco diferentes
cajas de células Hela se les deja en continuo monitoreo hasta llegar a
un 80% de confluencia.

Se realiza por duplicado para las cinco diferentes Casiopeinas®.

4.3.2. Obtencién del cultivo a confluencia.

Las 200,000 células después de haber sido lavadas son colocadas en
cajas de cultivo triangulares 25 cm?, con 5 mL de medio de cultivo
adicionado en 10% de suero fetal bovino (SFB), (4.5 mL de medio D-
MEM y 0.5 mL de SFB), este cultivo se incubd a 37° C £ 2°C y 5% de
CO,. Fue revisado diariamente el cultivo para estimar el porcentaje
de confluencia cambiandose el medio de cultivo cada 48 horas. Al
tener el cultivo entre el 70 y el 90% de confluencia se procedié a la
aplicacion del farmaco.

Nota: Si el medio de cultivo vira a color amarillo, significa que se ha
acidificado el medio y puede ser indicativo de que el cultivo ha
llegado a confluencia, si ademas se observa turbidez entonces es

indicativo de contaminacidon microbiana.
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SIEMBRA EN LAS CAJAS DE CULTIVO DE 25 cm?

Para realizar la siembra de los farmacos se empled a Busulfan® y a

®

las cinco diferentes Casiopeinas®™ en las concentraciones siguientes:

Busulfan® l Casiopeina®
25 pg/ml]

[50 pg/mL] 50 pg/mL]
[100 pg/mL]

Las concentraciones de los farmacos se adicionan a las cajas de

cultivo conteniendo células Hela.

Ci) HelLa

C,) Hela + Casiopeina® [100 pg/mL]
C3) HelLa + Casiopeina® [50 pg/mL]
C4) HelLa + Casiopeina® [25 pg/mL]
Cs) Hela + Busulfan®  [50 pg/mL]

C= Caja de cultivo

Lo anteriormente mencionado se realizé para cada una de las 5
diferentes Casiopeinas® por duplicado.

Las cajas son mantenidas en la incubadora durante 24 horas. Al dia
siguiente se cambidé el medio PBS estéril a la misma hora y se
llevaron las cinco diferentes cajas a la tripsinizacion en la UAM-

IZTAPALAPA para su analisis en el citometro de flujo.

4.4. Citometria de flujo.

MARCAJE CON PI
4.4.1. Preparacion de Pl (yoduro de propidio).
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El protocolo pide utilizar el PI en una concentracion de 50 pg/mL.
Para preparar la solucién hay que utilizar guantes para manejar al PI.
Se toma cierta cantidad de PI =0.0003 mg y se realizan los calculos

para obtener una concentracién de 50 ug/mL.
4.4.2. Kit de marcaje.

1.- Anexina + Amortiguador Hepes (2 UL de anexina)

2.- PI + Amortiguador Hepes (10 pL de PI [50 pg] por cada 100 pL
de Amortiguador Hepes)

3.- Anexina + PI + Amortiguador Hepes (10 uL de Anexina + 500 pL
de Amortiguador Hepes)+ 10 pL de PI.

Se realizd el tratamiento para cada una de las 5 cajas de cultivo por

duplicado.

Dos veces de manera
sucesiva se centrifugo a

Posteriormente se
agregaron 9 mL de DMEM

Las células se despegaron

de la superficie de la placa
mediante tripsinizacion

200 xg durante 5 minutos,
se aspir6 el sobrenadante
y se resuspendio en PBS.

para detener la accién de
la tripsina.

Se continud con el protocolo de Anexin V.

~N

*Se tomaron 100 pL de la solucién en un tubo microfuga
conteniendo 10 pL de anexinaV + 1 mL de amortiguador + 10 pL
de yoduro de propidio.

J
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A la muestra 1 se agregd amortiguador, muestra 2 se agregdé 10 pL
PI [50 pg/mL], muestra 3 sbélo agregamos 10 pL de anexina y a la
muestra 4, 5, 6, 7, 8 se agregé 10 pyL Anexina + 10 pL de PI [50
HMg/mL]+amortiguador.

Se incubd por 15 minutos en obscuridad a temperatura ambiente y al término se colocaron

500 pL de Hepes.

4.4.3. Tratamientos.

Las células resuspendidas en la solucion de IP [50 pg/mL] y Anexina

[50 pg/mL] se procesaron con 8 tratamientos diferentes:

PI=yoduro de propidio

1.Células Hela sin tratamiento

2.Células Hela PI

3.Células Hela Anexina

4.Células Hela PI +Anexina

5.Células Hela con Casiopeina® 25 pug/mL PI +Anexina

6.Células Hela con Casiopeina® 50 pg/mL PI + Anexina

7.Células Hela con Casiopeina® 100 pg/mL PI + Anexina

+ | | |+ +] +

8.Células HelLa con Busulfan® 50 pg/mL PI + Anexina

Posteriormente las muestras se introdujeron una por una en el
citometro de flujo a 488 nm de excitacion y un filtro de 560 nm para
la deteccion del PI, logrando con ello la obtencion de un histograma
donde fue registrado en cantidad de porcentaje a las células
apoptoticas, vivas y necroticas. La parte experimental en el citdmetro
de flujo finalizd con un total de 62 resultados, los cuales fueron
analizados estadisticamente en un programa especifico llamado Win-

MDI donde se pudo determinar en base a los resultados el
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comportamiento celular de las cinco diferentes Casiopeinas® en

comparacién con Busulfan®.

ANEXO B. Ejemplo de los 62 histogramas obtenidos en el

citometro de flujo.

4.5. Electroforesis en gel de agarosa.

Se escogié a las Casiopeinas®

VIacac y IlI-ia para realizar la
electroforesis debido a que los datos obtenidos en el citometro de
flujo demostraron que estas dos al ser aplicadas sobre las células
Hela presentan un mayor porcentaje.

Mediante esta técnica de analisis se compard la apoptosis de las

Casiopeinas® con Busulfan® sobre las células Hela.

Se realiz6 la extraccion de ADN genédmico con ADNzol® (101).

A cada paquete celular se adicionaron 300 puL de ADNzol®, se lisaron
las células por pipeteo suavemente y se dejaron reposar 5 minutos a
temperatura ambiente, se centrifugo por 10 minutos a 100,00g y se
transfirio el sobrenadante viscoso a un tubo donde se precipité el
ADN con 0.5 mL de EtOH al 100% y 1 pL de glicégeno con el fin de
aumentar la eficiencia del precipitado de ADN de bajo peso molecular.
Se procedid a realizar la electroforesis en gel y se corrid en el gel de
agarosa en los pocillos colocando nuestro basal Busulfan® y las 2
Casiopeinas anteriormente mencionadas. Se selld con cinta adhesiva
el soporte donde se vertid el gel de agarosa y se coloco el peine que
sirvié para formar los pocillos del gel. Una vez que la solucién de
agarosa alcanzd los 50°C, se le afiadieron 2 pL de bromuro de etidio
(10 mg/mL) y se procedié a mezclar. iiiPONER GUANTES!!!

Se vertio la solucidon de agarosa con bromuro de etidio en el soporte,

previamente sellado y se dejé polimerizar durante unos 30 minutos.
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Se aplicaron 10uL de la muestra previamente preparada en los
pocillos y 10uL de marcadores de peso molecular de 100 pb.

Se tapd la camara de electroforesis y se conectaron los electrodos a
la fuente de alimentacion. Se programo la fuente a unos 100 voltios y
se comenzo a correr la electroforesis que durdé unos 30-45 minutos.
Una vez acabada la electroforesis se visualizaron los fragmentos de
ADN mediante luz UV y se realizd6 una fotografia de la imagen. La

corrida se realizé por triplicado.

“No hay pasajeros en la nave espacial tierra, todos somos tripulantes”. 79
Herbert Marshall Mcluhan (1911-1980).
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

5.1. Espectroscopia de Infrarrojo.

COMPUESTO SINTETIZADO

BANDAS PRESENTES
EN EL ESPECTRO DE IR

IlI-Ha

[Cu(4,7difenil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

C=0 1520 cm™ (acac)
C=C 1520 cm™ aromaticos
(fenantrolina)

NO;1385 cm™

II-E-a

[Cu(4,7 dimetil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs

C=0 1577 cm™ (acac)
C=C 1520 cm™ aromaéticos
(fenantrolina)

NO;1375 cm™

C-H 869 cm™

CHs 3051cm™

Vlacac

[Cu(5,6 dimetil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs

C=0 1520 cm™ (glicina)
C=C 1520 cm™ aromaticos
(fenantrolina)

NO;1385 cm™

Il-ia

[Cu(4,4 dimeti-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]NO;

C=0 1568 cm™ (acac)
C=C 1520 cm™ aromaticos
(fenantrolina)

NO;1380 cm™

CH; 3071 cm™

IlI-5a NO,a

[Cu(5,N0,-1,10 fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3

C=0 1565 cm-1 (acac)
C=C 1520 cm-1 aromaticos
(fenantrolina)

NO3 1372 cm™

CH; 3051 cm™

Tabla 7. Bandas presentes en el espectro de infrarrojo.

5.1.2. Anélisis elemental.

Los porcentajes que a continuacion se enlistan para C, H, N, no

difieren

significativamente de los calculados tedricamente,

comprobando con ello la obtencion del compuesto deseado (Tabla 8).

“Basta un poco de espiritu aventurero para estar siempre satisfechos”. 80
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Compuesto Andlisis % Féormula minima | PM(g/mol)
sintetizado elemental teorico
Ill-Ha Cu(4,7 difenil-1,10- %N 9.11 %N 9.36 | CuCzyN30sH25.H,0 | 588.51
fenantrolina)(acetilaceto | %C 50.3 %C 50.9
nato)]NOs; %H 3.89 %H 4.27
II-E-a [Cu(4,7dimetil-1,10- %N 9.32 %N 9.32 | CuC19N30sH19.H,0 | 450.9
fenantrolina)(acetilaceto | %C 49.92 %C
nato)]NOs %H 4.49 50.61
%H 4.69
Vlacac [Cu(5,6 dimetil-1,10- %N 9.16 %N 9.23 | CuC;9N30sH19.H,0 | 470.98
fenantrolina)(acetilaceto | %C 50.10 %C
nato)]NO; %H 4.78 50.75
%H 4.56
Il-ia [Cu(4,4dimeti-2,2’- %N 9.41 %N 9.46 | CuC;gN30sH19.H,0 | 382.76
bipyridina)(acetilaceton | %C 46.36 %C
ato)]NO; %H 3.23 47.30
%H 3.43
IlI-5a NO,a [Cu(5,N0,-1,10 %N 10.4 %N 10.6 | CuC;gN40sH19.H,0 | 400.97
fenantrolina)(acetilaceto | %C 42.23 %C
nato)]NO; %H 3.23 43.42
%H 3.53

Tabla 8. Resultados de analisis elemental. Férmulas minimas y pesos moleculares.

Mediante la caracterizacién por medio de la espectroscopia de
de

(Casiopeinas®), se comprobd, que el compuesto se encuentra puro y

infrarrojo y su analisis elemental los cinco compuestos
se pudo continuar con las pruebas de evaluacidon de apoptosis sobre

la linea celular Hela.

5.1.3. Citometria de flujo.

La sefal de FITC se detectdé a 518 nm y el log de esta fluorescencia
se represento en el eje X. La sefal de IP se detecté a 620 nm vy el log
de esta se represento en el eje Y.

Los datos obtenidos por citometria de flujo se muestran a

continuacion.

“Basta un poco de espiritu aventurero para estar siempre satisfechos”. 81
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Resultado 1. Casiopeina® I1I-Ha:

% de células
<
Q
[7,]

Hg/mL]

ML 2.71 3.07 7.08 5.90 7.17
Necrosis 19.74 12.54 40.68 60.54 63.58
Vivas 68.51 75.24 41.18 17.37 19.15
Apoptosis 9.05 9.15 11.07 16.20 10.11

Figura 27. Cuantificacion de células apoptdticas y necréticas medidas por Kit de anexina
V, con Busulfan® y Casiopel’na®[Cu(4,7difeniI-1,1O-fenantro|ina)(acetilacetonato)]N03
sobre células Hela.

Resultado 2. Casiopeina® I1I-E-a:

4 N\
o 1l
o
-3
H
—Q
T
2
poptosis
pg/mL
J
pg/mL]
pL 1.59 0.69 1.67 0.53 0.68
Necrosis 23.72 5.14 86.51 89.42 84.61
Vivas 49.97 76.66 3.11 3.71 6.65
Apoptosis 24.73 17.53 8.72 6.35 8.07

Figura 28. Cuantificacion de células apoptoticas y necréticas medidas por Kit de anexina
V, con Busulfan®y Cas [Cu(4,7dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO; sobre
células HelLa.

“Basta un poco de espiritu aventurero para estar siempre satisfechos”. 82
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Resultado 3. Casiopeina® VIacac:

4 N
wv
o
=3
]
o
©
3
. . dConcentracié g/mL
- %
Basal Busulfén Cas [25 pg/mL] | Cas[50 pg/mL] Cas[100
pg/mL]
|..IL 0.54 0.46 0.25 0.16 0.13
Necrosis 7.85 4.54 2.56 2.79 3.04
Vivas 81.38 85.39 4.18 2.53 6.34
Apoptosis 10.24 9.63 93.02 94.53 90.50

Figura 29. Cuantificacion de células apoptdticas y necréticas medidas por Kit de anexina
V, con Busulfan®y Cas [Cu(5,6dimenilfenantrolina)(acetilacetonato)]NO; sobre células
HelLa.

Resultado 4. Casiopeina® III-ia

% de céltllas

. J
Basal Busulfén Cas [25 pg/mL] | Cas[50 pug/mL] | Cas[100
pg/mL]
ML 2.49 1.64 0.49 0.62 0.46
Necrosis 15.00 6.77 26.69 27.35 38.60
Vivas 69.75 61.59 26.36 10.96 5.65
Apoptosis 12.76 30.00 46.47 61.07 55.28

Figura 30. Cuantificacion de células apoptéticas y necréticas medidas por Kit de anexina
V, con Busulfan®y Casiopel'na® [Cu(4,4dimetilbipiridina)(acetilacetonato)]NO; sobre
células HelLa.

“Basta un poco de espiritu aventurero para estar siempre satisfechos”. 83
Noel Claraso (1899-1985).




Resultado 5. Casiopeina® III-5a NO»a:

J
Basal Busulfén Cas [25 pg/mL] | Cas[50 yg/mL] | Cas[100ug/mL]
ML 0.90 0.86 1.66 3.83 2.88
Necrosis 4.70 3.96 74.88 72.38 78.31
Vivas 90.64 90.22 14.70 10.81 2.90
Apoptosis 3.77 4.97 8.78 12.99 15.92

Figura 31. Cuantificacion de células apoptoticas y necréticas medidas por Kit de anexina
V, con Busulfan® y Casiopel'na® [Cu(5,NO,-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO; sobre
células HelLa.

5.2. Resultado final.

5.2.1. Datos obtenidos por apoptosis.

En la siguiente grafica se muestran los datos obtenidos en la muerte
debida a apoptosis a tres diferentes concentraciones de las 5
diferentes Casiopeinas® con respecto a Busulfan® sobre la linea

celular Hela.
4 N

[-ORCY :
- J

“Basta un poco de espiritu aventurero para estar siempre satisfechos”. 84
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PORCENTAJE POR APOPTOSIS

Clave de Basal- Busulfan [25 pg/mL] [50 pg/mL] | [100 pg/mL]
Casiopeina® Hela [50 pg/mL]
ll-Ha 9.05 9.15 11.07 16.20 10.11
lI-E-a 24.73 17.53 8.72 6.35 8.07
Viacac 10.24 9.63 93.02 94.53 90.50
lll-ia 12.76 30.00 46.47 61.07 55.28
lll-5a NO,a 3.77 4.97 8.78 12.99 15.92

Figura 32. Comparacién de la muerte por apoptosis@de las 5 diferentes Casiopel’nas® a
tres diferentes concentraciones con Busulfan™ sobre la linea celular HelL a.

5.2.2. Datos obtenidos por necrosis.

En la siguiente grafica se muestran los datos obtenidos en la muerte
por necrosis a tres diferentes concentraciones de las 5 diferentes

Casiopeinas® con respecto a Busulfan® sobre la linea celular Hela.

" N
— -bipi
‘_3 -fen
"E -fen
—Q —
e}
x -fen
“fen
Concentracionen pg/
- J
PORCENTAJE POR NECROSIS
Clave de Basal Busulfan [25 pg/mL [50 pg/mL] | [100 pg/mL]
Casiopeina® HelLa [50 pg/mL]
Ill-Ha 19.74 12.54 40.68 60.54 63.58
Il-E-a 23.72 5.14 86.51 89.42 84.61
Vlacac 7.85 4.54 2.56 2.79 3.04
Il-ia 15.00 6.77 26.69 27.35 38.60
I11-5a NO,a 4.70 3.96 74.88 72.38 78.31

Figura 33. Comparacion de la muerte por necrosis de las 5 diferentes Casiopeinas® atres
diferentes concentraciones con Busulfan® sobre la linea celular HelLa.

Al analizar cuantitativamente mediante el kit Anexina-V-FLUOS los

resultados en porcentaje observados demuestran que Ilas

“Basta un poco de espiritu aventurero para estar siempre satisfechos”. 85
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Casiopeinas® Vlacac y III-ia inducen un importante indice apoptético
en los tres diferentes tratamientos [25, 50 y 100 pg/mL]; siendo la
mas representativa los resultados obtenidos con la Casiopeina®

VIacac.

Presenta el porcentaje
mis alto de apoptosis

Casiopeina®v1acac: [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Comparando los resultados obtenidos de apoptosis a una
concentracion de 50 pg/mL con respecto a Busulfan®, encontramos
que el valor mds alto lo proporciona la Casiopeina® Viacac,
mostrando un indice apoptético discriminantemente mayor con un
94.53% contra un 9.63% de apoptosis obtenido con Busulfan. A la
misma concentracién en ambos de 50 pg/mL encontramos que el
Busulfan® presenta mayor necrosis que esta Casiopeina® aunque no
con mucha diferencia, Busulfan® muestra un porcentaje de 4.54% vy
la Casiopeina® VIacac un porcentaje de necrosis de 2.79%. La
induccion de apoptosis por esta Casiopeina® es por demds
extremadamente significativa probandola en oposicidon con un
farmaco ya establecido en el mercado como es el caso de Busulfan®.
Algo que resulta importante es que la Casiopeina® VIacac muestra
alto nivel de induccién apoptético y al mismo tiempo los valores mas
bajos de necrosis presentando los porcentajes de 2.56% para una

concentracion de 25 pg/mL, 2.79% para una concentracién de

“Basta un poco de espiritu aventurero para estar siempre satisfechos”. 86
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50ug/mL y 3.04% para una concentracion de 100 pg/mL.

Comparando los resultados obtenidos de la Casiopeina® III-ia
ocuparia el segundo lugar en induccidon de apoptosis, mostrando un
porcentaje menor que la anteriormente mencionada. En una
concentracion de 25 pg/mL muestra un porcentaje apoptético de
46.47%, mostrando casi la mitad del resultado obtenido con la
Casiopeina® VIacac de 93.02%. Con Busulfan® a la misma
concentracion de 50 pg/mL se observa que la Casiopeina® muestra lo
doble en porcentaje apoptético con un 61.07% que Busulfan® con un
porcentaje de 30.00%. Asi mismo la Casiopeina® III-ia presenta
mayores indices de necrosis que la Casiopeina® VIacac con un
porcentaje de 26.69%; 27.35% y 38.60% para las concentraciones
de 25, 50 y 100 ug/mL respectivamente, pero en comparacion con
Busulfan® presenta una necrosis mas alta puesto que el porcentaje
de Busulfan® es de tan solo 6.77%. Esto nos revela que la
Casiopeina® III-ia también es mejor inductora de apoptosis que

nuestro farmaco a comparar Busulfan®.

Casiopeina®III-ia: [Cu(4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina)(acetilacetonato) INO;

La Casiopeina® que mostré en menor proporcién el nivel mds bajo en
apoptosis fue la Casiopeina® III-Ea con un porcentaje de apoptosis de

apenas un porcentaje de 8.72 para la concentracién de 25 ug/mL,

“Basta un poco de espiritu aventurero para estar siempre satisfechos”. 87
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6.35 para la concentracion de 50 ug/mL y 8.07 para la concentracién
de 100 pg/mL. Esta Casiopeina® muestra a su vez los valores mas
altos en necrosis presentando un porcentaje de 86.51 para la
concentracion de 25 pug/mL, 89.42 para la concentracion de 50 pg/mL
y de 84.61% para la concentracion de 100 pg/mL. Estos resultados
nos muestran evidencia de que esta Casiopeina® presenta alto nivel

de necrosis y bajo nivel de apoptosis sobre las células Hela.

Casiopeina®III-Ea: [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

De las cinco Casiopeinas®, la III-Ea mostrd el promedio mas bajo de
apoptosis con un 6.35% a una concentracion de 50ug/mL, y en
comparacién con busulfan presenta tres veces mas apoptosis el
busulfadn con un 17. 53 % que esta Casiopeina®.

La Casiopeina® III-5a NO,a también mostrd valores muy bajos en sus
porcentajes de apoptosis, en promedio el porcentaje para esta
Casiopeina® fue apenas un 12.57, aunque presento valores mas altos
en comparacion con Busulfan, éste alcanzoé tan sdlo un porcentaje de
4.97 y en necrosis el promedio alcanzado fue de 75.19 y muy elevado

en comparacion con Busulfan con un porcentaje de 3.96.
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NO=z

Presentan los porcentajes
mas bajos de apoptosis

‘ || III-5a No:
e

Casiopeina®III-5a NO>: Cu(5,N0,-1,10 fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;
Casiopeina®III-Ea: [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs

Estas dos, la Casiopeina® III-5a NO.a y la Casiopeina®III-Ea

presentan bajo nivel apoptotico y alto nivel necrdético.

Comparando la Casiopeina® III-Ea y la VIacac donde el compuesto
presenta los mismos sustituyentes pero en diferente posicién, el
indice apoptético presentado en las tres concentraciones es de casi
90 unidades de diferencia favoreciendo a la VIacac con un porcentaje
de 93.02, 94.53, 90.50 contra un porcentaje de 8.72, 6.35 y 8.07

para las concentraciones de 25, 50 y 100 respectivamente.

A i
/C C\
.,
&
S s
LS

o, Apoptosis
! A
0 0
Mﬁcac
.

(50 pg/mL] = 94,53 > (50 pg/mL] = 6.35
PRESENTA EL MAYOR % DE APOPTOSIS PRESENTA EL MENOR X DE APOPTOSIS
DE LAS CINCO CASIOPEINAS DE LAS CINCO CASIOPEINAS

De acuerdo a los resultados el orden entre las cinco Casiopeinas® en
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cuanto a indice apoptotico se refiere, queda de la siguiente manera:

NUmero de carriles 1 2 3 45 6 7

Figura 34. Fotografia de electroforesis. Valoracién de apoptosis sobre el ADN de la linea
celular Hela comparando Busulfan® y Casiopeina® Vlacac y Ill-ia.
Carril 1=Busulfan. Carril 2, 3, 4= Casiopeina lll-ia. Carril 5, 6, 7=Vlacac.
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A simple vista notamos en la fotografia las bandas caracteristicas que
son de apoptosis. En el carril 1 se presenta una buena degradacién
del ADN, en los carriles 2, 3, 4 se observa a la Casiopeina® III-ia con
bandas en la parte superior de ADN integro, en los carriles 5, 6, 7 se
observa a la Casiopeina® Vlacac sin bandas en la parte superior

demostrando que no hay ADN integro.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES.

> Se logrd sintetizar 5 compuestos de coordinaciéon vy
caracterizarlos mediante espectroscopia de infrarrojo (IR) vy
analisis elemental.

> Se evalud la actividad antitumoral de las cinco Casiopeinas®
propuestas en este trabajo: III-Ha, III-E-a, VIacac, III-ia,
III-5a NOa utilizando citometria de flujo ya que es una
técnica sensible en la evaluacion de viabilidad celular. Esta
técnica permitié el analisis de poblaciones celulares, ya que fue
capaz de detectar la emisién de los diferentes marcadores, a fin
de evaluar la via de muerte celular sobre la linea celular Hela.
El Kit de anexina V FLUOS efectivamente permitié diferenciar
entre células necroticas o apoptoticas.

» Aunque todas las Casiopeinas® inducen apoptosis, es notable la
actividad apoptoética de la Casiopeina® VIacac que es capaz de
inducir, desde la dosis mas baja alrededor de un 90% de
apoptosis, asi mismo, la Casiopel'na® III-ia muestra una
apoptosis de alrededor del 50% desde la concentracién mas
baja; ambas mostrando un porcentaje notablemente mayor
sobre células Hela que el Busulfan® empleado como farmaco
de referencia. Mediante este estudio se conoce que la mejor
Casiopeina® capaz de inducir la muerte celular por apoptosis es
la VIacac al presentar un porcentaje de 94.53 a una
concentracion de 50ug/mL.

» En el caso de las Casiopeinas® I1I-Ha, III-E-a y III-5a NO»a
la muerte celular fue debida a necrosis.

» Se observa una tendencia general que muestra que las
Casiopeinas® inducen necrosis a medida que la concentracién
aumenta, es decir a la dosis de 100pg/mL y un incremento en

la apoptosis a la concentracién de 50ug/mL.

“El triunfo no estd en vencer siempre, sino en nunca desanimarse”. 92
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» Al evaluar la influencia que tiene el cambio de los sustituyentes

en las Casiopeinas®

se observa que estos cambios influyen
drasticamente en la induccion de via de muerte celular en
Hela.

» Al utilizar como prueba confirmatoria a la electroforesis en gel
de agarosa, comprobamos los resultados obtenidos por
citometria de flujo confirmando que la Casiopeina® VIacac

presenta mejor apoptosis que la Casiopeina III-ia.

Con base en los resultados de este estudio sobre la correlacién
directa que existe entre las caracteristicas moleculares del compuesto
y la funcion en la actividad bioldgica que cumple, se estimula el
interés por profundizar sobre la via que pueda encaminarnos a
destacar u optimizar un compuesto de entre las mas de 100

Casiopeinas® sintetizadas.

“El triunfo no estd en vencer siempre, sino en nunca desanimarse”. 93
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ANEXOS Q

ANEXO 1.
Estructura basica de un citometro de flujo.

El citdmetro de flujo se compone de tres partes.

Sistema fluidrico J Inyecaon de la muestray camara de
flujo
Sistema dptico * Fuentes de luz y detectores

e Amplificador-convertidory sistema
informatico

Sistema eléctrico

El sistema fluidrico consta de dos fluidos, uno que contiene en
suspension a la muestra y otro que lo envuelve a fin de darle estabilidad
(Figura A1.1). Ambos fluidos (solucién fisioldgica, PBS, aire) no se
mezclan porque circulan a diferente presidon. La suspensidon celular ya
procesada y tefiida, se inyecta en la camara de flujo del citémetro, a
través de un capilar a una presion mayor que la del flujo acarreador
para asegurar que las células permanezcan centradas y viajen una
detras de otra en un chorro de inyeccion. En este punto es cuando las
células interaccionan fisicamente con un haz de luz monocromatica,
dispersando la luz en todas las direcciones. El impacto de cada célula
con el rayo de luz produce sefiales que corresponden a diferentes
parametros de la célula y que son recogidos por distintos detectores. La
luz dispersada hacia adelante (llamada forward scatter a 0 grados) esta
relacionada con el tamano de la célula. La luz dispersada hacia los lados,
a 90 grados del eje del haz luminico (light scatter a 90 grados) provee
informacion sobre la granularidad, tamafio y morfologia celular.

ENTRADA DE LA MUESTRA ENTRADA DEL EMNWAINE

— WA

|
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"  FLUIO LAMINSR OOM
PERFIL FARAEOLICH
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Figura Al.1. Flujo del liquido en un citémetro de flujo.
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ANEXOS L

El sistema optico se compone de dos tipos de opticas:

> La Optica de excitacion: compuesta de laser y las lentes para
enfocar y dirigir el haz de luz

> La Optica de lectura: compuesta por las lentes de recoleccion de
luz emitida luego de la interaccion entre el haz de laser y las
particulas, y el sistema de espejos y filtros para direccionar
longitudes de onda especificas hacia los detectores
correspondientes.

Los filtros opticos son aquellos que seleccionan las longitudes de onda
que deja pasar hacia el detector y pueden ser: (Figura Al1.2).

» de interferencia ( dicroicos que reflejan las longitudes de onda no
deseadas)

> de absorcidon (absorben las longitudes de onda no deseadas). De
estos hay tres tipos: filtros band pass, short pass y long pass.

et
o= h} [\ k M

[Flujo | [ Detector | [ampIlificador [apC | [Exposicidn |

Figura Al.2. Proceso para la obtencién de parametros celulares mediante el citémetro de
flujo.

Las sefales eléctricas analdgicas son convertidas en sefales digitales
que son procesadas por un ordenador con el fin de generar histogramas
o un despliegue de dos parametros (dot plot o contour plot), el cual
presenta un informe numérico que muestra células totales en cada
region y el porcentaje del total de éstas, con el fin de poder medir
simultaneamente varios parametros en una misma célula (Figura Al.3,
Al.4, Al1.5).
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Frecuencia
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Figura A1.3. Histograma.

Fluorescencia 2

Fluorescencia 1

Figura A1.5. Gréafico de contorno.
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ANEXOS &5

VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LA CITOMETRIA DE FLUJO.

Algunos de los inconvenientes de utilizar una suspension de particulas
es gque al hacerlas pasar de una en una, como es el caso de la citometria
de flujo, se pierda informacidén sobre la arquitectura de los tejidos que
componen las células o de las propias células, asi como la interaccién
entre las células y el medio que las rodea. Frente a este inconveniente la
citometria de flujo presenta multiples ventajas frente al microscopio de
fluorescencia y las técnicas citoquimicas, como son:

> Posibilidad de analizar un elevado numero de particulas en un
corto periodo de tiempo (5000 particulas/segundo).

> Posibilidad de cuantificar por medio de canales medios de
fluorescencia.

» Mayor sensibilidad y objetividad que le permiten detectar
enfermedad minima residual y caracterizar poblaciones celulares
poco abundantes en condiciones normales como los basdfilos.

> Permite almacenar la informacién del analisis para poder utilizarla
en cualquier momento vy reanalizar analisis hechos con
anterioridad.

> Posibilidad de cuantificar las moléculas antigénicas presentes en
un grupo celular.

La CMF es una técnica sencilla que se aplica en la rutina diaria de
muchos laboratorios clinicos y de investigacidon, capaz de proporcionar
resultados de forma rapida que pueden ser aplicables al diagndstico. Asi,
en disciplinas como la inmunologia, hematologia y oncologia, en las que
la citometria de flujo se aplica fundamentalmente a la rutina clinica, han
aumentado notablemente los aspectos de investigacion basica y junto
con el desarrollo tecnoldgico ha permitido aumentar la resolucién y la
sensibilidad de los citdmetros de flujo haciendo posible su utilizacién
para el estudio de particulas de pequefio tamafo y microorganismos.
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ANEXO 2
Ejemplo de uno de los 62 histogramas obtenidos en el
citometro de flujo.
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