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1. INTRODUCCION

Las enfermedades crénico-degenerativas son un gran reto de salud
publica debido a que son una de las principales causas de mortalidad en
el mundo. El cancer es una de las patologias englobadas dentro de este

grupo.?

Este padecimiento representa aproximadamente un 13% de las
defunciones mundiales: 7.9 millones de muertes por afio. En México es

la tercera causa de muerte. ?

El tipo de tumor, su estadio (cuanto ha crecido y si se ha diseminado o
no desde su ubicacidon original) y el estado fisico del paciente deben
considerarse para elegir el tratamiento a utilizar para combatir Ila
enfermedad.? Entre las principales terapias se encuentran la reseccion
quirdrgica, la irradiaciéon y la quimioterapia. Esta Ultima, es la mas
utilizada ya sea de forma aislada o como complemento de otras formas
de tratamiento.> * El término quimioterapia describe el uso de farmacos
con accidn selectiva para perjudicar a un organismo invasor, idealmente
sin causar dafio al hospedero; sin embargo, con frecuencia este término
se ha utilizado especificamente al método terapéutico antineoplasico.
Cabe mencionar que el uso de esta terapia trae consigo una serie de
efectos secundarios graves como son: alteracion de la cicatrizacion,
debilitamiento del sistema inmune, genotoxicidad en células no
transformadas, entre otros.” ®

Debido a lo anterior, la busqueda de nuevos compuestos antineoplasicos
seguros y eficaces, es una prioridad en la investigacion, con lo cual se

justifica este trabajo.



2. ANTECEDENTES

2.1. Cancer

El cancer es el término usado para denominar a un grupo de
enfermedades que se caracterizan por una multiplicacién y diseminacién
incontrolada de formas anormales de las propias células del cuerpo
como consecuencia de una serie de alteraciones somaticas del DNA. El
crecimiento celular no regulado y sin invasion a tejidos circundantes una
caracteristica de las neoplasias benignas; las neoplasias malignas si
presentan invasién a otros tejidos. 7' ®

Existen mas de 100 diferentes tipos de cancer, la mayoria toman el
nombre del érgano o de las células en donde se presentan, en el cuadro
1 se muestra ejemplos de los nombres que reciben algunos tipos de

tumores benignos o malignos. ¢’

Cuadro 1. Denominacion de los nombres que recibe el tipo de tumor

segulin su tejido de origen. ’

Denominacion de los tipos de tumores

Tejido Neoplasia benigna Neoplasia maligna
Higado Hepatoma Carninoma hepatocelular
Tejido fibroso Fibroma Fibrosarcoma
Tejido graso Lipoma Liposarcoma
Hueso Osteoma Osteosarcoma
Pulmon Adenoma pulmonar carcinoma pulmonar

El sufijo "oma” se utiliza para denotar tumores benignos. El cancer de
tejidos epiteliales se denomina “carcinomas”; a los de tejidos no
epiteliales (mesenquimatosos) se les nombra “sarcoma”. Al cancer de
células hematopoyéticas se designa como leucemia y al cancer de

sistema linfatico como linfoma. 7+ 8




2.2. Estadisticas del cancer

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que, para 2020, el
cancer podria cobrar la vida de 10.3 millones de personas en el mundo,
afectando actualmente a 6.7 millones de personas cada afo. En nuestro
pais, la tasa de defuncién por esta enfermedad estd en aumento. De
1998 a 2008, la tasa de mortalidad por cancer se incrementd casi diez
puntos, tendencia que resulta preocupante por todo lo que implica la
incidencia de esta enfermedad como la capacidad de las instituciones de
salud para brindar la atencion adecuada y oportuna, los afios perdidos
en el proceso de la enfermedad y el impacto econdmico y emocional en
la familia del paciente.

De acuerdo con las defunciones por tumores malignos en 2008, entre
los hombres, el mayor porcentaje de lesiones malignas fue en prdstata
(8.1%), seguido por los tumores de traquea, bronquios y pulmén
(7.0%); y entre las mujeres, el cancer de mama (7.6%), seguido por

los tumores malignos de ovarios y cérvico-uterinos (6.4%).>

Tumares maligros
16 Encétalo 14

12 . Laringe 0.2
7.0 Traquea, bronquios v pulmén 36

0.0 hlama 7.6
37 Hgado 4.3
2.7 Pancreas 3.0
4.7 Estomago 4.0
1.0 “Aas urinanas 06
8.1 Prostata haros 6.4
y Cuello del (tero
3.3 Colon 3.1
3.2 Leucemia 2.7
19 Linfoma no Hodgkin 15

Figura 1. Porcentaje de defunciones por tumores malignos para cada
sexo 2008.>



La Secretaria de Salud (SSa) reporta que del egreso hospitalario por
cancer en 2008, la leucemia tuvo mayor presencia (8.7%), seguida de

cancer de mama (5.8%), de cuello de Utero (3.3%) y ovario (2.1%).3

2.3. Patogenia del cancer
En los organismos multicelulares, el nimero total de células resulta de
mantener el equilibrio entre las células en proliferacién (mitosis) y la
muerte celular. Una interrupcion de esta delicada armonia puede
conducir al desarrollo de cancer.’®
La carcinogénesis es un proceso complejo en el que suelen aparecer
mas de un cambio genético, ademds de una serie de factores
epigenéticos adicionales (exposicion con agentes quimicos, radiacién vy
agentes bioldgicos o virus), que no ocasionan el cancer por si mismos,
pero aumentan la probabilidad de que la mutacion o mutaciones
genéticas lo provoquen® 7. Existen tres categorias principales de
cambios genéticos importantes:

e Activacion de protooncogenes a oncogenes: Los protooncogenes
son genes que normalmente controlan la division celular, la
apoptosis y la involucidon, pero se pueden convertir en oncogenes,
que inducen la transformacién maligna, mediante la accidon de
virus o carcindégenos.

e Inactivacion de genes supresores de tumor: Las células normales
contienen genes con la capacidad de suprimir los cambios
malignos, denominados genes supresores de tumor
(antioncogenes) y la pérdida de la funcién de éstos puede ser el
acontecimiento critico de la carcinogénesis. El gen supresor de
tumor P53 codifica para la proteina del mismo nombre, la cual
puede provocar el suicidio de células.

e Genes de reparacion de DNA: Los genes reparadores de DNA

codifican proteinas cuya funcidon normal es corregir errores que



surgen durante el proceso de replicacién antes de que las células
se dividan. Las mutaciones en este tipo de genes pueden conducir
al fracaso en la reparacién del acido desoxirribonucleico (DNA), lo
cual a su vez permite que mutaciones subsecuentes se
acumulen.* 7 En la figura 2 se muestran los procesos de

proliferaciéon normal y los de una célula cancerosa.

Pérdida del control del crecimiento normal

Divigién /
de una célula o

normal 55 .
° ‘ Suicidio celular o apoptosis

Dadlo celular
sin reparacién

e G
900,
0 6w
© 6

Primera Segunda Tercera Cuara mutacion
mutacion  mutacion mutacion ysiguientes

Crecimiento sin control

Figura 2. Proceso de proliferacidn celular durante el cancer.’

La exposicion a agentes carcindgenos es la responsable de activar la

mayoria de los tipos de cancer. El desarrollo de la carcinogénesis puede

dividirse en diferentes periodos:

Iniciacidn: Es el resultado directo de la administracién del agente
quimico. Es un proceso rapido, irreversible mediante el cual los
productos quimicos producen cambios permanentes en la

estructura del DNA de la célula diana. Esta etapa implica tres



procesos fundamentales para la célula: metabolismo, reparacion
del DNA y proliferacion celular; la alteracién de cualquiera de
estas tres fases puede dar comienzo a la carcinogénesis.

e Promocion: Es el proceso por el cual se estimula la formacién
tumoral en el tejido expuesto. En este caso, los cambios tisulares
y celulares suelen ser de caracter reversible durante un largo
periodo de latencia, hasta que aparece la primera célula tumoral
auténoma, debido a que los agentes promotores producen una
alteracién en la transduccién de senales celulares que reside
finalmente en una alteracién de la expresién génica. La
continuidad del estado de promocién depende en una poblacion
celular depende de la administracién continua del agente
promotor; la eficiencia de esta etapa es sensible a la edad de la
célula, a factores de la dieta y hormonales y un buen estado del
sistema inmune.

e Progresion: El agente progresor es capaz de convertir una célula
iniciada o en un estado de promocidén a una célula potencialmente
maligna, implicando que este periodo sea el de completa
transformacién de la célula donde se alcanza su maximo grado de
malignidad que puede llevar a metastasis. Es un proceso
irreversible, se observa una inestabilidad cariotipica multiple e
incluye la alteracion del aparato mitético, trastorno en la funcion
de los telomeros, hipometilacién del DNA, recombinacion,
amplificacién y transposicion génica. *°

La figura 3 representa esquematicamente la evolucion de las fases

acabadas de mencionar (iniciacion, promocion y progresion) del proceso

de la carcinogénesis quimica.
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Figura 3. Modelo de carcinogénesis quimica.*°

2.4. Caracteristicas especiales de las células cancerosas
Las células cancerosas representan, en grados variables, tres
caracteristicas que las distinguen de las células normales:

e Proliferacién incontrolada: El ciclo celular es el conjunto de
eventos que van desde el nacimiento hasta la divisiéon de
cualquier célula. Es decir, la proliferacion celular propiamente
dicha. Algunas células cancerosas proliferan lentamente y otras
mas rapido, por tanto, el aspecto significativo de este tipo de
células no es que proliferen mas rapido que las normales, sino
que su proliferacion no se encuentra sujeta a los procesos
reguladores normales de la divisidén celular y el crecimiento
tisular. La inactivacién de los genes supresores de tumores y la
transformacién de los protooncogenes en oncogenes pueden
conferir autonomia de crecimiento a una célula y asi dar lugar a
una proliferacion incontrolada debido a alteraciones de sistemas

celulares como los factores de crecimiento, transductores del



ciclo celular, maquinaria apoptoética y vasos sanguineos locales
(angiogenia).’

Anaplasia y pérdida de la funcion: Una caracteristica especial
del crecimiento y divisién celular es la diferenciacidon celular,
que se refiere a los cambios de las propiedades fisicas y
quimicas, y por consiguiente con las funcionales de las células a
medida que proliferan en el embrién, para formar las distintas
estructuras y O&rganos corporales. Las células cancerosas
pierden las caracteristicas de especializacion de su tejido de
procedencia para convertirse nuevamente en un tipo de células
totipotenciales, en un grado variable en los distintos tumores.
Por lo general, un cancer mal diferenciado se multiplica mas
rapido y tienen un peor prondstico que uno bien diferenciado.”
11

Metastasis como método de invasividad: Las células normales
no se encuentran fuera de su tejido de origen, ya que durante
la diferenciacién y el crecimiento de los tejidos y o6rganos, las
células desarrollan ciertas relaciones especificas entre si. Estas
relaciones se mantienen debido a varios factores de
supervivencia especificos de tejidos (antiapoptésicos), de modo
tal que, que si pierden dichas caracteristicas las células
mueren.

La invasiéon es la consecuencia de desequilibrios entre la
formacién y la remocién de matriz extracelular en la zona de
choque. Para lograr la invasividad, una célula cancerosa debe
adherirse al tejido, por accién de potentes enzimas (p. €j.
lipoproteinasas, que lisan la matriz extracelular) y migrar a
través del epitelio digerido presentandose una caracteristica
distinta de las células cancerosas: su alta de actividad de

proteasas.” 12



Las metastasis son tumores secundarios originados por células
que se han liberado desde el tumor inicial o primario y que han
alcanzado otras localizaciones por los vasos sanguineos o
linfaticos, o como consecuencia de haberse descamado en
cavidades corporales. El proceso de metastasis por via
sanguinea se inicia con el desarrollo y organizacién de nuevos
vasos sanguineos (angiogénesis) hacia la masa neopldsica, que
posibilitan la nutricién y crecimiento. > 2

En la figura 4, se muestran los factores que influyentes en el proceso de

carcinogénesis.

Sustancias quimicas, virus, irradiacion, etc.

Mutaciones adquiridas Mutaciones heredadas

N i

Alteracion de la expresion génica

Protoncogenes —— Oncogenes Reduccion de la expresion de genes
sis, erbB, ras, myc, gen de ciclina D, etc. supresores tumorales: p53, Rb1, etc.

4—@— Otros factores —@—>
N

Proliferacion celular incontrolada, Reduccion de la apoptosis, alteraciones de
anap|asia \ / la telomerasa

4

Desarrollo primario del tumor

!

Produccion de metaloproteinasas, etc.

!

Invasion del tejido circundante por células tumorales

|

Angiogenia

Metastasis

!

Desarrollo de tumores secundarios

Figura 4. Representacion del proceso de carcinogénesis, Adaptado de >



2.5. Cancer cérvico-uterino
El Gtero es un 6rgano muscular hueco que se ubica en la pelvis
femenina, entre la vagina y el recto, tiene la forma de una pera. En el
embarazo, sirve como lugar de sujecion y alimentacion del feto en el
desarrollo antes de su nacimiento.
En la especie humana y los primates, la cavidad del Utero presenta un
estrechamiento en forma de ranura y estd recubierta por mucosa
(endometrio); hacia afuera siguen una capa muscular (miometrio) de
unos 2 cm de grosor y una tunica peritoneal en las zonas del cuerpo y
del fondo (perimetrio). El espacio del tejido conjuntivo a los lados del
Utero se conoce como parametrio, en él discurren estructuras
importantes como el uréter y los vasos sanguineos que se dirigen al
Utero.3
El Utero mide, de 3 a 4 cm de longitud y unos 2.5 cm de didmetro;
consiste de dos partes: el cuerpo del Utero y el cuello uterino, este
ultimo conecta el cuerpo del Utero con la vagina.
El cuello uterino o cérvix es la porcidén fibromuscular inferior del Utero
que se proyecta dentro de la vagina. Esta apertura deja que salga la
sangre del Utero durante la menstruacion y también deja que entren los
espermatozoides al Utero y a las trompas de Falopio.®
La figura 5 muestra el modelo anatdmico del aparato reproductor
femenino interno, donde se distinguen, entre otras, las siguientes
estructuras: los ovarios (donde se producen y maduran los 6vulos), las
trompas de Falopio (conductos que comunican a los ovarios con el Utero
y en los que se produce la fecundacion), el Utero y sus respectivas
mucosas (miometrio y endometrio) y la vagina (canal que comunica con

el exterior y dan entrada a los espermatozoides).
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Trompa de Falopio Porcién intramural
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Fondo

Orificio B \/
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de Falopio Cuerpo” Endometrio

Coenducto endocervical

Cuello o

Cervix Orificio

cervical externo

Figura 5. Anatomia del aparato reproductor femenino interno.®

El cancer cérvico-uterino (CaCu) representa el 9% de los casos de
cancer en la poblacién femenina y es la tercera causa de muerte de
mujeres a nivel mundial, con mas de 529 000 nuevos casos y 275 000
muertes por afo. 85% de los casos se presentan en paises en vias de
desarrollo. La prevalencia global estimada del cancer cérvico-uterino es
de 11.7%.'7 18

En México es la primera causa de muerte por neoplasias en mujeres
mayores de 25 afios. El Sistema Nacional de Salud Mexicano brinda
atencion médica aproximadamente a 9 000 casos de cancer cérvico-
uterino invasor y se registran 4 000 muertes anualmente.

El cancer cervical se encuentra clinicamente estadificado con base,
primeramente, en la inspeccion y palpacién del cérvix, vagina,
parametrios y paredes pélvicas. Los criterios de estadificacion para Cacu
estan dados por la International Federation of Gynecology and

Obstetrics (FIGO) y en nuestro pais la Secretaria de Salud establece que
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la estadificacién para el cancer cervicouterino se hard de acuerdo con

este sistema, el cual se presenta en el cuadro 2.°

Cuadro 2. Criterios para la estadificacién del cdncer cérvico-uterino.’

AJCC TNM FIGO

Categorias Estadio | Descripcion

TX --- Tumor primario no valorable

TO === Sin evidencia de tumor primario

TIS 0 Carcinoma In situ

T1 1 Carcinoma In situ confinado al cérvix (debe descartarse la extension al cuerpo
uterino)

T1la la Carcinoma invasivo diagnosticado sdlo por microscopia. Todas las lesiones
macroscdpicamente visibles son T1B/Ib. Invasion estromal con un maximo de profundidad
de 5mm medidos de la base del epitelio, y una diseminacion horizontal menor a 7mm. La
invasion al espacio vascular, venoso o linfatico no afecta la clasificacion.

Tial lal Invasion estromal no mas profunda de 3mm y no mayor de 7mm de diseminacion
horizontal.

T1a2 la2 Invasion estromal mayor de 3mm pero menor de 5mm y no mayor a 7mm de
diseminacién horizontal.

T1b b Lesion visible limitada al cérvix o enfermedad microscopica mayor que T1a2/la2.

Tib1l b1l Lesion cinicamente visible no mayor de 4cm.

Tlb2 b2 Lesion clinicamente visible mayor a 4cm.

T2 Il El tumor se extiende mas alla del Utero, pero no a las paredes laterales de la pelvis,
ni al tercio inferior de la vagina.

T2a lla Compromiso vaginal sin compromiso parametrial.

T2b [1]s) Tumor con compromiso parametrial.

T3 i El tumor se extiende a las paredes parametriales de la pelvis, causa hidronefrosis o
se extiende al tercio inferior de la vagina.

T3a llla Compromiso del tercio inferior de la vagina sin extension a la pared pélvica.

T3b lllb Tumor que se extiende a la pared pélvica y/o causa hidronefrosis o desfuncionaliza el
rifion.

T4 IVa Tumor que invade la mucosa de la vejiga o recto, y/o se extiende mas alla de la
pelvis verdadera.

M1 IVb Metastasis a distancia.

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX Ganglios linfaticos regionales no valorables.
NO Sin metastasis a ganglios linfaticos regionables.
N1 Metastasis ganglios linfaticos regionales.

Metastasis a distancia

MX Metastasis a distancia no valorables.
MO Sin metastasis a distancia.
M1 Con metastasis a distancia.
Estadios por grupo

Estadio 0 TIS NO MO
Estadiola 1 Tlal NO MO
Estadiol a 2 Tla2 NO MO
Estadiola b Tib1l NO MO
Estadiol a 2 Tib2 NO MO
Estadio lla T2a NO MO
Estadio Ilb T2b NO MO
Estadio llla T3a NO MO
Estadio lllb T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3a N1 MO
T3b Cualquier N MO
Estadio IVa T4 Cualquier N MO
Estadio IVb Cualquier T Cualquier N M1
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El virus del papiloma humano (HPV por sus siglas en inglés) ha sido
identificado como el principal factor etioldogico en la carcinogénesis
cervical. El HPV puede ser clinicamente clasificado como de bajo riesgo
(Low Risk-HPV “LR-HPV”) y de alto riego (High Risk-HPV “HR-HPV)
dependiendo de la propension relativa de las lesiones asociadas a este
virus, sometiéndolas a progresiones malignas. La cepa HPV16 es el tipo
de HPV de alto riego mas prevalente, seguido de la cepa HPV18. LR-HPV
genera displasias moderadas o verrugas genitales, mientras que RH-VPH
se asocian con displasias cervicales o displasias cervicales
intraepiteliales (CIN), entre otras. La mayoria de estos tipos de cancer
provienen de lesiones que estuvieron tras un largo periodo de exposicion
a la infeccién, ya que la mayoria de las infecciones por HPV son
subclinicas y transitorias, y en la mayoria de los casos se resuelven
espontdneamente a consecuencia de la respuesta inmune del
hospedero. En pocos sujetos, cuando el virus no es suprimido, la
infeccién progresa a CIN y desarrolldndose hasta carcinoma cervical.*®
19, 20

Se sabe, que un tipo de proteinas denominadas E6 y E7 se encuentran
codificadas en HPV y juegan un rol critico en el carcinoma cervical, dado
que E6 es una oncoproteina viral que se une a p53 mientras que E7 se
une a un retinoblastoma (RB), proteina de la familia de supresores de
tumor y de esta manera se altera la division celular.?!

HelLa es una linea celular de cancer cérvico-uterino positiva para HPV18,
que se obtuvo de una biopsia de una mujer afroamericana que se
llamaba Henrietta Lanks por el hospital de la Universidad Johns Hopkins
de Baltimore en 1952 y fue clasificada como cancer cervical invasivo.?°
Las células resultan positivas a queratina con la tincién por
inmunoperoxidasa. La expresién de P53 es baja y los niveles de de pRB
(supresor de retinoblastama) son normales. Las condiciones de

propagacidon son en medio Eagle’s Minimum Essencial Medium (DMEM)
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suplementado al 10% con suero fetal bovino con una atmosfera 95% de
aire y 5% CO; a 37 °C.*

Con ayuda de la linea de cultivo de células HelLa se produjo la vacuna
contra la poliomielitis (Salk), las primeras células hibridas entre ser
humano y ratén, innumerables ensayos en cancer, medicamentos para

la enfermedad de Parkinson y mapeo genético.?

2.6. Cancer de colon

El colon y el recto forman parte del intestino grueso, que a su vez es
parte del sistema digestivo, el cual se encarga de absorber los
nutrientes de los alimentos para producir energia y eliminar los
desechos sélidos del organismo. Después de la masticacion y deglucién
del alimento, sélo se requieren 5 o 10 segundos para que descienda al
esofago y entre al estdmago, donde permanece de 2 a 6 horas para su
digestion parcial. La digestién final y la absorcion de nutrientes se
producen en el intestino delgado durante un periodo que comprende de
5 a 6 horas. En un periodo de 12 a 24 horas, el material no digerido se
desplaza al intestino grueso y las heces se eliminan a través del ano.

El intestino grueso se encuentra conectado al intestino delgado por una
union en forma de T, donde un esfinter controla el movimiento del
material; a un brazo de la T en forma de saco se le denomina ciego del
cual, en los seres humanos, sobresale una extensidon similar a un dedo
que se le conoce como apéndice. > %*

Una funcidon importante del colon es la recuperacion del agua que ha
ingresado en el canal alimentario como disolvente de diversos tubos
digestivos. Los desechos del tracto digestivo, las heces, se hacen mas
solidas al moverse a lo largo del colon mediante el peristaltismo,
ademas en el colon también habita la microbiota habitual humana que
contribuye con la sintesis de algunas vitaminas (vitamina K y vitaminas

del complejo B), colabora con procesos digestivos y compite con los
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microorganismos patdgenos por nutrientes. El colon consta de 4

secciones:

e Colon ascendente: Inicia en la zona de uniéon del colon y e
intestino delgado. Se extiende hacia arriba por el lado derecho
del abdomen.

e Colon transverso: Se desplaza por el cuerpo desde el lado
derecho hacia el izquierdo en el abdomen superior.

e Colon descendente: Sigue por el lado izquierdo hacia abajo.

e Colon sigmoide: Se une al recto y al ano.'> %*

En la figura 6 se indican las partes que constituyen al intestino grueso.

Colon
transverso

Colon
’ , > Colon
ascendente £ descendente
Apéndice
Recto

Figura 6. Anatomia del intestino grueso en humanos.?®

El cancer de colon es uno de los canceres mas comunes en todo el
mundo; es el tercero con mayor prevalencia en el mundo occidental

para hombres y mujeres; representa el 10% de nuevos casos y el 10%
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de muertes. La OMS estima que 945 000 nuevos casos se producen
anualmente, con 492 000 muertes. Como ocurre en la mayoria de los
tipos de cancer, la interaccidon de los efectos ambientales y la genética
desempefian un papel importante en la carcinogénesis del colon.?® %’
Los factores ambientales y el estado metabdlico juegan un claro papel
en los cambios moleculares que pueden modificar el riesgo de cancer de
colon. Observaciones epidemioldgicas sugieren que la dieta, los
farmacos (anti-inflamatorios no esteroides), antioxidantes y calcio
pueden retrasar la aparicién de este tipo de cancer o causar la regresion
de su adenoma precursor, sugiriendo asi que el ambiente puede
constituir un importante efecto protector. Especificamente para este tipo
de cancer, la obesidad y sus efectos posteriores pueden conducir a una
serie de cambios que aumentan el riesgo de la enfermedad.?®
Aproximadamente del 5 al 10% de todos los clases de cancer de colon
se desarrollan en el establecimiento de definidos sindromes de cancer
hereditario, siendo las dos formas principales la poliposis adenomatosa
familiar (FAP), la cual es el primer cambio patoldgico, adenoma, que se
considera una lesidon premaligna, y el cancer colorrectal hereditario no
polipdsico (HNPCC). La FAP es una enfermedad autosdmica dominante
gue, en aproximadamente el 80% de las personas afectadas, se puede
identificar una mutacion en el gen APC (Adenomatous poliposis coli); un
grupo pequeno con FAP y FAP atenuada presentan mutaciones bialélicas
del gen MYH. Los pacientes con FAP pueden desarrollar mas de 100
adenomas colorrectales. Las variantes genotipicas principales entre la
FAP y la FAP atenuada son que en FAP la mutacién asociada a mayor
riesgo en el desarrollo del tumor se da entre los codones 1445 y 1578
mientras que en FAP atenuada presentan mutacién en 5’ (cercano al
codon 1517) o en 3’ (cercano al codén 1900) en el gen APC.

HNPCC también es un desorden autosdémico dominante causado por

mutaciones puntuales de los genes reparadores. Los tumores
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provenientes de este sindrome tienen una caracteristica molecular
tipica, conocida como inestabilidad microsatelital, la cual se define como
mutaciones frecuentes en los microsatélites, en pequefas repeticiones
de secuencias de DNA; aproximadamente el 15% de los casos se ve
afectada en desajustes de la caja de adenina (Aip) en la region
codificada por el receptor TGF-b tipo II del gen TGFBR2 afectada por
mutaciones. Tradicionalmente la carcinogénesis colorrectal puede
explicarse por dos vias de gatekeeper: La responsable del 85% de los
casos esporadicos de cancer colorrectal es el mecanismo interno de la
FAP, donde se encuentran los genes que regulan el crecimiento
(mutacién en el gen supresor de tumor APC). La HNPCC es el otro
camino, causante del 15% de los casos esporadicos de cancer
colorrectal.?’- %8

Adicional a la acumulacién de alteraciones genéticas, los cambios
epigenéticos acumulados transforman las células normales del epitelio
del colon en células de adenocarcinoma. Los principales mecanismos

epigenéticos en el cancer de colon son:

e Metilacion de DNA: El patréon de metilacion del DNA se establece
en el desarrollo y se mantiene a lo largo del genoma; en el cancer,
varias islas CpG se encuentran metiladas. Este tipo de
aberraciones cromosomicas son el primer paso en la progresion
del cancer de colon, ya que la hipometilacion del DNA activa los
protooncogenes y la inestabilidad gendmica.

e Modificacion de histonas: Las proteinas histonas se ensamblan con
el DNA en nucleosomas que funcionan como reguladores de la
transcripcidn. Las diferentes modificaciones postranscripcionales
de las histonas influyen en su regidon amino terminal, afectando la
estructura de la cromatina que establece un complejo de

silenciacion de genes.
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e No codificacion de microRNAs: Los miRNAs son tipos de RNA
endogenos no codificados que inhiben la traslacion de pares de
base en la regidn 3’. Se predice que hasta un tercio de los RNAm
se encuentran regulados por miRNAs. Poseen secuencias
promotoras que se une a p53, cuya actividad se pierde en los
tumores colorrectales.®®

Los criterios de estadificacion de cancer de colon se lleva a cabo

mediante un procedimiento quirdrgico y se divide en etapas de

acuerdo al cuadro 3.

Cuadro 3. Criterios para la estadificacion del cancer de colon.’

Estadio Descripcién

Etapa 0 Carcinoma in situ.

Etapa | Existe diseminacion fuera de la capa mas interior del colon, complica

la pared interior del coldon pero sin haberse diseminado a la pared

exterior.

Etapa Il Diseminacion fuera del colon a tejidos vecinos, pero no a ganglios
linfaticos.

Etapa lll Existe diseminacién a ganglios linfaticos, pero no a otras partes del
cuerpo.

Etapa IV | Diseminacion a otras partes del cuerpo.

Recurrente | Significa que el cancer ha reaparecido después de haber sido tratado.

HCT-15 es una linea celular de cancer de colon que se caracterizan por
defectos en el sistema de reparacion de DNA (proteina hMSH6); ademas
contienen una secuencia mutante de p53.%°

Las células resultan ser positivas para queratina con la tincién de
inmunoperoxidasa y negativas para CSAp. Las condiciones de
propagacidon de esta linea celular son medio RPMI-1640 suplementado
con suero fetal bovino al 10% a una temperatura de 37 °C. Han sido

utilizadas en diversos estudios contra el cancer.>!
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2.7. Tratamientos para el cancer
Para combatir el cancer se utilizan diversos tratamientos que dependen
de un gran numero de factores, dentro de los cuales se pueden
mencionar: el tipo de cancer, la localizacion, tamafio de la masa
tumoral, edad y estado general del paciente. El tratamiento basico del
cancer se basa en tres pilares: la cirugia, la radioterapia y la
guimioterapia, que pueden administrarse solos o en asociacion. Ademas,
se utilizan otros tratamientos, como la inmunoterapia o la terapia

génica.

e Cirugia: Es la forma mas antigua de tratamiento del céncer. Cerca
del 60% de los pacientes se someten a cirugia, ya sea por si
misma o en combinacidon con otras terapias. Sin embargo, sélo
puede ser utilizada si el tumor esta bien localizado y diferenciado.

e Radioterapia: Es la utilizacion de radiacion para el tratamiento del
cancer, la cual proviene de rayos v, rayos X de alta energia (cuya
importancia radica en que se pueden radiar zonas especificas sin
dafar tejido sano), o bien de radiofarmacos de algunos de los

1311 La radiacion al

elementos radioactivos como ®°Co, °%Au,
pasar por agua produce electrones que a su vez producen
radicales libres que pueden dafar el DNA y de esta forma provocar
la muerte celular mediante mecanismos de apoptosis. A pesar de
ser una técnica bien establecida se sigue investigando determinar
tiempos Optimos de exposiciéon y frecuencia de la radiacion
empleada.’> 3
e Quimioterapia: Como tratamiento antineoplasico, consiste en la
administracion de medicamentos de accién intensa y se utiliza
generalmente cuando existe metdstasis o como tratamiento

complementario posterior a una cirugia para evitar la reaparicion.
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Debido a que estos medicamentos afectan células en proliferacion
continua (normales y cancerosas) se ven involucradas reacciones
adversas no deseables como son una alta toxicidad en distintos
organos, alteracién de la cicatrizacién de las heridas,
inmunosupresion, pérdida del cabello, nduseas y vomito, los
cuales también dependen de la cantidad administrada y la
duracién del tratamiento.!> 33

Inmunoterapia:  También  conocida como  bioterapia o
modificadores de la respuesta bioldgica, consiste en la
estimulacién o restauracion del sistema inmune para combatir el
cancer, lo cual se lleva a cabo mediante la administracion de
vacunas (células tumorales muertas o antigenos tumorales),
inmunomoduladores (interleucinas), interferones o anticuerpos
monoclonales que pueden estar acoplados o no, a isétopos
radioactivos o farmacos antineoplasicos. Puede utilizarse también
para disminuir los efectos secundarios de los farmacos
quimioterapéuticos.> 3

Terapia génica: Es una nueva alternativa de tratamiento, la cual
hace uso del conocimiento del genoma humano, la virologia, la
biologia molecular y la inmunologia para combatir esta
enfermedad. El tratamiento radica en la insercién de un gen
funcional para sustituir un gen defectuoso o ausente, restaurando
asi la funcion normal de la célula. Hasta inicios del 2009, la terapia
génica seguia siendo experimental, por lo cual aplicarla en el
cancer es todo un reto, debido a que esta enfermedad no es
causada por un defecto genético uUnico, sino por una combinacion
de defectos genéticos; muchos tratamientos genéticos estan
siendo estudiados actualmente para ver qué tan seguros vy

eficaces podrian ser.*
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2.8. Quimioterapia antineoplasica
De manera general los farmacos quimioterapéuticos clasicos actuan
sobre la sintesis de DNA o en los mecanismos que intervienen en la
mitosis, que es el proceso real por el cual una célula se divide en dos
células nuevas y se presenta la proliferacion celular. Los principales
farmacos antineoplasicos se pueden dividir en las siguientes categorias

generales; que se presentan a continuacién en la figura 7.

 Farmacos alquilantes

Antimetabolitos

Farmacos

citotoxicos Antibidticos citotoxicos

Clasificacion de \ Derivados de plantas
farmacos en

quimioterapia

antineoplasica

Hormonas

Otros farmacos

Figura 7. Clasificacidn de los principales fadrmacos antineoplasicos.”

2.8.1 Farmacos citotoxicos

a) Farmacos alquilantes y compuestos relacionados: Fueron los
primeros farmacos quimioterapéuticos descubiertos, utilizados
por Goodman y Gilman para tratar a un hombre con linfoma.
Este tipo de farmacos contienen grupos quimicos que pueden

formar enlaces covalentes con componentes de la célula, siendo
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el ion carbonio el reactivo intermedio. La mayoria presenta dos
grupos alquilantes (son bifuncionales) y pueden establecer
enlaces entrecruzados entre dos puntos nucledfilos, como el
nitrégeno 7 (N7) de la guanina del DNA. Su principal efecto
tiene lugar durante la sintesis de DNA; la lesion resultante de
DNA desencadena la apoptosis. Los efectos secundarios son la

mielodepresidn, esterilidad y riesgo de leucemia no linfocitica. >

33

El cuadro 4 enlista los principales farmacos pertenecientes a este grupo.

Cuadro 4. Principales farmacos del grupo de alquilantes. > 33

Agentes alquilantes

Mostazas Nitrosoureas | Alquilsulfonatos | Etilenoiminas [ Triazenos Complejos

nitrogenadas de platino
*

Ciclofosfamida Lomusina Busulfan Tiotepa Dacarbacina | Cis Platino

Clorambucilo Carmustina Treosulfan Temozoliomida | Carboplatino

Iofosfamida
Melfalan

Estramustina

Estramustina

Fotesmustina

Oxaliplatino

* Accion analoga a los alquilantes.

El Cis-diamino-dicloro platino(ll) (Cis platino) es un complejo
de coordinacidon planar hidrosoluble que contiene un atomo
central de platino rodeado por dos atomos de cloro y dos
grupos amonio. Cuando entra en la célula, el cloro se disocia, lo
que deja un complejo reactivo que reacciona con el agua y que
DNA.

cruzados en el interior de las hebras, probablemente entre el

posteriormente interactia con el Produce enlaces
N7 y O6 de las moléculas adyacentes de guanina, lo que da

lugar a la desnaturalizacién de la cadena de DNA. Es muy
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nefrotdxico, salvo que se instauren regimenes de hidratacién y
diuresis, su mielotoxicidad es baja, produce nauseas y vomitos
muy intensos, sin embargo los antagonistas del receptor 5-HTs
(por ejemplo ondansetron) son eficaces para prevenir algunos
de esos sintomas logrando asi atenunar el tratamiento con Cis
platino. > 36 37
Para el cancer cérvico-uterino, a partir del estadio Ib2 la cirugia
no es opcidon terapéutica para este tipo de pacientes, debido a
la elevada proporcion de margenes positivos y factores de alto
riesgo de recidiva, por lo cual la radioterapia pélvica
concomitante con quimioterapia basada en Cis platino son la
opcién de tratamiento para los estadios siguientes.> 38
En el caso del cancer de colon existen actualmente siete
farmacos aprobados por la Administracion de Alimentos vy
Medicamento (FDA), dentro de los cuales se encuentra el
oxaliplatino en combinacién con el 5-fluorouracilo (5-FU) y
leucovorin, lo cual se conoce como régimen FOLFOX. El
oxaliplatino es un analogo de Cis platino pero con patrones de
actividad y toxicidad diferentes, en monoterapia es un farmaco
que ha demostrado una actividad similar al 5-FU, con un
porcentaje de respuestas efectivas entre el 17 y 22%. 3% 4°
b) Antimetabolitos: Este tipo de farmacos actiuan bloqueando o
interrumpiendo las vias de sintesis de DNA y RNA al sustituir
los elementos fundamentales de estas moléculas. Estos agentes

danan durante la fase S del ciclo celular.

Los principales farmacos del grupo de antimetabolitos, se enlistan en el

cuadro 5.



Cuadro 5. Principales fdrmacos del grupo de antimetabolitos.> 33

Antimetabolitos

Antagonistas de folato

Anadlogos de pirimidina

Anadlogos de purinas

Metotrexato

Fluorouracilo
Raltitrexed
Permetrexed
Capacitabina

Gemcitabina

Fludarabina
Pentostatina
Cladribina
Mercaptopurina

Tioguanina

c) Antibioticos citotoxicos: Se trata de un grupo muy empleado de

farmacos, que ejercen sus efectos principalmente al actuar de

forma directa sobre el DNA inhibiendo su duplicacion. En

general no se deben combinar con radioterapia, porque la

toxicidad acumulada sera demasiado alta.

Los farmacos basicos que constituyen este grupo se muestran en el

cuadro 6.

Cuadro 6. Principales farmacos del grupo de antibidticos citotéxicos.> >3

Antibidticos citotdxicos

Antraciclinas

Otros

Doxorrubicina
Idarrubicina
Epirrubicina

Mitoxantona

Dactinomicina
Bliomicina
Mitomicina

Procarbacina

d) Derivados de plantas:

Varias sustancias naturales ejercen

poderosos efectos citotoxicos y se han ganado un lugar en el

arsenal de farmacos antineoplasicos. Su mecanismo de accidn

se basa en la unidn con la tubulina e inhiben su polimerizacion

a microtubulos, lo que impide la formacién de husos en las

células que realizan mitosis, originando una detencién en
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metafase. Los efectos toxicos que presentan son

mielodepresidén y neurotoxicidad, la cual varia dependiendo de

la planta utilizada.> 33 3% 3¢

En el cuadro 7 se indican los principales farmacos pertenecientes al

grupo de derivados de plantas.

Cuadro 7. Principales farmacos del grupo de derivados de plantas.” 33

Derivados de plantas

Alcaloides de la vinca

(Vinca minor)

Taxanos (Taxus)

Camptotecinas

Vincristina
Vinblastina
Vindesina

vinorelbina

Paclitaxel

Docetaxel

Irinotecan

Topotecan

2.8.2 Hormonas: Los tumores derivados de tejidos sensibles a
hormonas pueden ser dependientes de hormonas, un efecto
gue se relaciona con la presencia de receptores esteroideos en
las células malignas. Su crecimiento puede inhibirse por las
hormonas que tienen acciones opuestas, por antagonistas
hormonales o por farmacos que inhiben la sintesis de las
hormonas enddgenas. Asi mismo, los isétopos radioactivos son
importantes en el tratamiento de tumores sensibles a
hormonas, como por ejemplo el yodo radioactivo (*3!1) para el

tratamiento de cancer de tiroides.

El cuadro 8 enlista ejemplos de los principales farmacos que engloba el

grupo de hormonas.




Cuadro 8. Principales fdrmacos del grupo de hormonas. ° 3

3

Hormonas
Hormonas Antagonistas hormonales
Glucocorticoesteroides Estrogenos Progestagenos AAHLG Anti - Anti- PISHS
estrogenos | androgenos
Prednisolona Dietilbestrol Megestrol Goserrelina | Tamoxifeno Flutamida trilostano

Dexametasona

Etiniloestradiol | Norehisterona | Buserrelina | Toremifeno [ Bicalutamida
Medroxi- Leuprorrelina Letrozol
progesterona | Triptorrelina Amino -
glutetinida

2AHLG: Analogos de la hormona liberadora de gonadotropinas.

PISHS: Inhibidores de la sintesis de hormonas suprarrenales.

2.8.3 Otros farmacos: Aqui se engloban a los farmacos

quimioterapéuticos que ejercen su accién de manera

ligeramente diferente y por lo tanto no se les clasifica en
ninguna de las otras categorias. Ejemplos de ellos son la

crisantaspasa, amsacrina, mesilato de imatinib y modificadores

de la

tretinoina

respuesta bioldgica

) 5, 33, 35

(interferén  «,

aldesleucina vy

En la figura 8 hace una recapitulacién de los farmacos actualmente

disponibles para

llevar a cabo el

tratamiento quimioterapéutico,

mencionando los distintos grupos en los que se encuentran clasificados,

la cual, como ya se ha mencionado se establece en base a su

mecanismo de accion.

Los sitios de accidon en los que pueden actuar son: a nivel de la sintesis

de purinas, de pirimidas, de desoxirribnucleodtidos, de DNA o de RNA, asi

como también a nivel de la de proteinas, las enzimas o los microtubulos.
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Sintesisde purinas

Pentostatina
Inhide 1a a3danosina
dasaminasa
MAAAAAAAAANS

6-mercaptopurina ‘ /

Inhide i3 simesis de
purinas

6-tioguanina
Inhide las
imarconversionas emre
nuc Toos /

Metotrexato /
Inhide ia sintesis oe
purinas
Inhide ia sintesis de DTMP

Citarabina,

Sintesisde pirimidas
SANAAAAAAAA,

Sintesisde
ribonucleatidos
Sintesisde
desoxi(riponucleétidqs

Sintesisde DNA 5
| \

Sintesis de RNA

hhhhhhhhh

Inhib= la DNA
polimerass
Inhib= Ia funcién del
RNA

Crisantaspasa

Desamina ls ssparagina

Inhib= is sintesis
proteica

- Sintesisde proteinas

L N

S5-fluororacilo
Inhib= la sint=sis d=
DTMP

Bleomicinas
L==ionan =1 DNA =
impiden Iz reparacién

Alquilantes,
mitomicing, Cis

- platino

Se intercalan =n =1 DRA

Campotecinas,
dexorrubicina,
. etopdsido, osrdo
amsacrma

Inhbe la tuootsom-rssa

\ Inhibe la sintesis d=l RNA

\ \\ Dactinomicina
Enlaces cruzados en el

\ DNA
Inhide la topoisomerasa

Enzimas Microtubulos

Inhibe s sint=sis d= ARN

S RRRI LR

\ Alcaloides de la
vinca, taxanos
Inhiban ls funcidn de los

Figura 8. Principales sitios de accion de los farmacos antineoplasicos

utilizados comUnmente.

2.9. Compuestos de estafo

La quimica de derivados de estafio ha despertado mucho interés en las

ultimas décadas,

bioldgicas y en el campo de los materiales. De la misma manera ha
surgido un gran interés en complejos metalicos de bases de Schiff
derivados de aminoacidos y salicilaldehido, gracias a sus propiedades

estructurales, magnéticas y electroquimicas, asi como su uso potencial

Adaptado de 5

debido principalmente a sus diversas aplicaciones

como modelos para una serie de importantes sistemas bioldgicos.
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El metal como tal se deriva de muchos minerales, principalmente de la
casiteria (Sn0;). Los usos mas comunes de los compuestos inorganicos
de estafio se encuentran como estabilizadores de polimeros en el PVC,
fungicidas, pastas dentales, amalgamas, desinfectantes y antibidticos.
Una de las mas importantes areas de investigacion en quimica
bioinorganica es el estudio de los compuestos diorganoestanicos por la
actividad citotéxica y antiproliferativa que se les ha asociado. Ademas
los complejos de estafio (IV) se caracterizan por la presencia de uno o
mas enlaces carbono - estafio y han demostrado ser citotéxicos contra
el adenocarcinoma de mama MCF -7 y el carcinoma de colon WiDr (16).
Los compuestos de estafo se han sintetizado para investigar su posible
actividad in vitro e in vivo en células de cancer y con referencia al cis
platino. En general, la toxicidad de los compuestos organicos de estafio
parece aumentar con la longitud de la cadena de los grupos organicos
de alquilo, que a menudo son mas activos que los arilo.*! 42

El grupo de trabajo del doctor Norberto Farfan, sintetizd6 complejos
diorganoestanicos (IV) de base de Schiff mediante un procedimiento de
una etapa que conducen a la formacion exclusiva de un producto con
buenos rendimientos.

Previamente, en la Unidad de Experimentacion Animal, se realizaron
estudios con 17 de esos compuestos en un panel de tres lineas celulares
de cancer: MCF-7 (adencarcinoma de mama), HCT-15 (adenocarcinoma
de colén) y HelLa (adenocarcinoma de cérvix), dénde el porcentaje de
concentracion de supervivencia frente a cada compuesto (0-10 pg/mL)
se puso a prueba y la concentracion inhibitoria medio (Clsy) se
determind por analisis Probit. Los compuestos reportaron en esos
estudios, alta actividad antineoplasica sin importar la linea celular, sin
embargo en la busqueda de una mejor Clsp y de la optimizacién de los

compuestos, se decidié realizar mas estudios con otros sustituyentes.*!
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Las claves de los compuestos estudiados se asignaron con las letras NF,
la molécula nucleo y los distintos sustituyentes de cada uno de los
compuestos que se probaron en este proyecto para la obtencion de la
ClIsp no pueden ser revelados. Las claves de los compuestos utilizados se

y las lineas donde fueron probados se muestran en el cuadro 9:

Cuadro 9. Clave de los compuestos utilizados.

Clave del compuesto Linea celular en la que se

probé
NF60 HCT-15
NF61 HCT-15
NF66-OH HCT-15
NF69-0OH HCT-15
NF73 HCT-15

NF74 HCT-15 y Hela

NF82 HCT-15 y Hela
NF85 HCT-15
NF86 HCT-15
NF87 HCT-15

NF88 HCT-15 y Hela

La comprension de los eventos moleculares que regulan la apoptosis en
respuesta a la quimioterapia contra el cancer, y como las células
cancerosas evaden la muerte apoptotica, ofrece nuevas oportunidades
para un enfoque mas racional para el desarrollo de terapias moleculares

dirigidas para esta enfermedad.*®
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2.10. Apoptosis
La apoptosis es un tipo de suicidio celular que tiene un rol central en la
morfogénesis, el desarrollo, la homeostasis y en los mecanismos de
defensa de los organismos pluricelulares. Es un proceso innato,
evolutivamente  conservado  mediante el cual las  células
sistematicamente inactivan, desensamblan y degradan su propia
estructura y componentes funcionales para completar su propia
muerte.*>
Las células apoptéticas presentan varias modificaciones bioquimicas
tales como: corte de la proteina, la proteina de reticulacién, ruptura del
DNA, el reconocimiento fagocitico, contraccién de ellas mismas y
condensacion de sus organelos, dando como resultado la formacion de
cuerpos apoptoticos.
Otra de las caracteristicas bioquimicas es la expresién de marcadores de
superficie celular que se traducen en el reconocimiento temprano de
fagocitosis de las células apoptoticas por las células adyacentes,
permitiendo la fagocitosis lo que compromete minimamente al tejido
circundante; pérdida del potencial de la membrana mitocondrial,
incremento del calcio intracelular, decremento de la sintesis
macromolecular y pérdida de los iones de la célula. La externalizacion de
la fosfatidilserina (lipido de la membrana) en la superficie de la célula
apoptoética, que funciona como una sefial de reconocimiento para los
fagocitos.® 43 44
Las caspasas (Cisteyne - asptartic acid - proteases) son una familia
evolutivamente conservada de proteasas con residuos de cisteina en su
sitio catalitico que escinden las proteinas con secuencias especificas de
aminoacidos. Las caspasas se sintetizan como precursores inactivos
(pro-caspasas) en la mayoria de las células, que tras la escision
proteolitica se activan para convertirse en las caspasas que cortan a los

sustratos de diferentes proteinas. Esta cascada proteolitica, en la que la
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que una determinada caspasa puede activar a otras caspasas, amplifica
la via de senalizacién apoptotica y por lo tanto conduce a la muerte
celular rapida. Se han identificado 14 tipos de caspasas identificadas en
los seres humanos, de las cuales, dos terceras partes juegan un papel
importante en la apoptosis, dependiendo de su punto de entrada en la
via apoptoética.

Las caspasas iniciadoras se activan y se unen a las proformas inactivas
de las caspasas efectoras. Las caspasas efectoras, a su vez se uniran de
forma secuencial a proteinas substratos dentro de la célula, que
conducen a la apoptosis.

Se han descrito y caracterizado dos principales vias de sefalizacién para
la ejecucion de la apoptosis dependiente de caspasas; la via extrinseca o
muerte del receptor y la via intrinseca o mitocondrial. Ambas vias
convergen en la misma via de ejecuciéon o término, la cual es iniciada
por la escision de la caspasa 3 que resulta en la fragmentacion del DNA,
la degradacion de las proteinas del citoesquelto y nucleares, la
reticulacion de proteinas, formacion de cuerpos apoptéticos, Ila
expresion de ligandos para receptores de células fagociticas y finalmente
la absorcion por ese mismo tipo de células.” 43 44 45, 46

* Via extrinseca (muerte del receptor): Esta via de sefalizacién implica
iniciar la apoptosis mediante interacciones transmembranales mediadas
y regidas por un receptor de muerte, en los cuales se incluye a la
superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), que es
un grupo de proteinas de membrana de tipo 1 con caracteristicos
dominios extracelulares ricos en cisteina y cuentan con un dominio
citoplasmatico de aproximadamente 80 aminoacidos Ilamado el “dominio
de muerte”, el cual desempefia un papel fundamental en la transicién de
la sefial de muerte de la superficie celular de las vias de sefializacion
intracelular. Los ligandos mejor caracterizados y los receptores de

muerte correspondientes identificados hasta la fecha, incluyen
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FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 y Apo2L/DR5. Otros
receptores de esta familia también son TRAMP, DR6, EDAR y NTR. 4/
La secuencia de eventos que definen la fase extrinseca de la apoptosis
se encuentran mejor caracterizadas con los modelos FasL/FasR y con
TNFo/TNFR1 puesto que en ambos hay un agrupamiento de los
receptores y la unidon con el ligando homdlogo trimérico. Posterior a la
unidon del ligando, las proteinas citoplasmaticas adaptadoras son
incorporadas y exhiben sus dominios de muerte correspondientes para
poder unirse con sus receptores. La unién del ligando Fas con su
receptor resulta en la uniéon de la proteina adaptadora FADD vy la unién
del ligando TNF con el receptor correspondiente da como resultado la
proteina adaptadora TRADD. Consecutivamente FADD se asocia con la
procaspasa 8 a través de la dimerizacidn del dominio efector de muerte,
formando un complejo de sefalizacién de muerte (DISC), dando como
resultado la activacidn autocatalitica de la procaspasa 8 e iniciando la
fase de ejecucidn de la apoptosis a través de las caspasas efectoras.
Varios autores han reportado que la pro-caspasa 8 también puede
activarse por algunos farmacos antineoplasicos, estrés oxidante vy
radiaciones ionizantes o ultravioleta, aunque generalmente, dichos
agentes inducen apoptosis por la via mitocondrial.

La apoptosis mediada por la muerte del receptor puede ser inhibida por
una proteina llamada c-FLIP que si se uniera al complejo FADD-caspasa
8, este complejo quedaria sin efecto. Otros receptores de muerte
pueden utilizar las vias de transduccién de sefales similares a las
anteriores.*® 4/

En algunos tipos de células, la sefial originada por los receptores de
muerte no es suficientemente fuerte para ejecutar la apoptosis, por ello

es requerida la participacion de la via intrinseca.*®
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En la siguiente figura, se esquematiza para la via extrinseca y para la
via intrinseca, los principales eventos apoptdticos tomando como

ejemplo la aplicacion de quimioterapia y radioterapia.

\_I_l] TRAIL Via extrinseca

Via intrinseca

Quimioterapia
Radioterapia

Dafio al DNA

c-IAP1
c-IAP2
— XIAP
Bcl-2
Bel-XL
Bfl-1/A1
c-FLIP
DcR1

Figura 9. Esquema de los eventos apoptéticos de las vias principales.*®

* Via intrinseca (mitocondrial): Este proceso es activado como respuesta
al estrés celular debido a diversos agentes como radiacién, sustancias
quimicas, etc. La activacion de la caspasa esta estrechamente vinculada
a la permeabilizacion de la membrana externa por los miembros pro-
apoptoticos de la familia Bcl. Existen numerosos estimulos citotéxicos y
sefiales proapoptéticas de transduccién que convergen en la mitocondria

para inducir la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial.
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Esta permeabilizacion esta regulada por la familia de proteinas Bcl-2,
lipidos mitocondriales, proteinas que regulan el flujo bioenergético
metabdlico y componentes del poro de transiciéon de permeabilidad.

Tras la ruptura de la membrana mitocondrial externa, un conjunto de
proteinas que se encuentra normalmente en el espacio entre las
membranas mitocondriales interna y externa se liberan, incluyendo
Citocromo ¢, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, AIF y endonucleasa G. Una vez
que estds proteinas apoptogénicas se encuentran en el citosol,
desencadenan la ejecucién de la muerte celular mediante la promocién
de la activacién de caspasas o actuando como efectores de la muerte
independientes de caspasas.*®

* Mecanismos dependientes de caspasas. La liberacion de Citocromo ¢
de la mitocondria activa directamente la caspasa 3 a través de la
formacion del complejo citocromo ¢/ Apaf-1/procaspasa 9, denominado
apoptosoma. El apoptosoma se une a una proteina citosdlica con un N-
terminal en el dominio de reclutamiento de la caspasa (CARD) y se
libera la caspasa 9 activada. Ademas la caspasa activada produce otros
dafios aparte de la permeabilizacion de la mitocondria como la
generacidon de especies reactivas de oxigeno.

Otras proteinas liberadas por las mitocondrias, como smac/DIABLO y
Omi/HtrA2, facilitan la activacion de la caspasa mediante la
neutralizacidon de los inhibidores enddgenos de las caspasas, el inhibidor
de proteinas de apoptosis (IAP). Dando lugar a la existencia de un
equilibrio dinamico entre las moléculas efectoras pro y antiapoptéticas,
que permite que la célula pueda enfrentarse al dafio mitocondrial
limitado. %6 47+ 48

* Mecanismos independientes de caspasas. Existe un segundo grupo de
proteinas proapoptoticas, las cuales son mediadoras mitocondriales
independientes de caspasas, que estan conformadas por AIF (factor

inductor de apoptosis), endonucleasa G y CAD, éstas se liberan durante
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la apoptosis; sin embargo es un evento tardio que se produce después
de que la célula se ha comprometido a muerte. Todas estas proteinas
contribuyen a la condensacion de la cromatina y a la fragmentacién del
DNA.

El control y la regulacion de estos eventos apoptéticos mitocondriales
ocurre a través de los miembros de la familia de proteinas Bcl-2, sobre
la cual, la proteina supresora de tumor p53 tiene un papel fundamental
en su regulacion, sin embargo los mecanismos exactos no se han
elucidado todavia. Agentes terapéuticos mas convencionales, por
ejemplo etopodsido, Cis platino o paclitaxel, provocan la permeabilizacién
mitocondrial de una manera indirecta mediante la activacién de las
perturbaciones del metabolismo intermedio o mediante el aumento de la
concentracion de segundos mensajeros pro-apoptoticos.*’: 48 49

La familia de proteinas Bcl-2 que regula la permeabilidad de la
membrana mitocondrial, pueden ser proapoptodticas o antiapoptoticas,
estas proteinas tienen un significado especial, ya que pueden
determinar si la célula se compromete a la apoptosis o anula el proceso.
Se cree que el principal mecanismo de accidon de la familia Bcl-2 es la
regulacion de la liberacion de Citocromo c de la mitocondria mediante la

alteracion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial.>® >!

* Ensayos para deteccion de apoptosis

Como ya se menciond anteriormente la apoptosis se produce a través de
una compleja cascada de sefializacién que se encuentra estrechamente
regulada en multiples puntos por lo cual hay muchas oportunidades para
evaluar la actividad de las proteinas implicadas; sin embargo muchas
caracteristicas de la apoptosis y la necrosis se pueden solapar, por lo
que es crucial llevar a cabo dos o0 mas ensayos diferentes para confirmar

que se esta produciendo la muerte celular por apoptosis.
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Existen una gran variedad de ensayos disponibles, pero cada ensayo
tiene ventajas y desventajas que pueden hacer que sea aceptable a
utilizar para una aplicacién pero no apropiado para otra finalidad. Por lo
tanto al elegir los métodos de deteccidén de la apoptosis en las células,
tejidos u organos, la comprensidon de los pros y los contras de cada
ensayo es crucial.

Los ensayos para apoptosis, basandose en la metodologia, se pueden

clasificar en seis grupos principales, que son:

1. Alteraciones citomorfolégicas

2. Fragmentaciéon del DNA

3. Deteccién de las caspasas, sustratos fragmentados, reguladores e
inhibidores

4. Alteraciones de membrana

5. Deteccién de apoptosis en preparaciones completas

6. Ensayos mitocondriales

La técnica de TUNEL (Terminal dUTP Nick-End Labeling) detecta los
fragmentos de DNA cortados por la accion de la endonucleasa y
marcandolos colorimétricamente. Durante la apoptosis, la fragmentacién
del DNA conduce a un aumento de hidroxilos libres en los extremos 3.
La técnica consiste en la incorporacién de nucledtidos marcados a éstos
extremos de las cadenas simples del DNA mediante la desoxiuridina
trifosfato (dUTP).*

Esta tiene el inconveniente de confundir necrosis con apoptosis de
acuerdo a la técnica utilizada para marcar las células. El numero de
células marcadas depende de las condiciones experimentales utilizadas,
por lo que es necesario utilizar técnicas morfoldgicas de identificacidon

nuclear especificas para el éxito de este ensayo. */">*

36



A pesar de esto, TUNEL es el método de elecciéon para la rapida
identificacion y cuantificacion de células apoptéticas, ya que existen al

menos dos razones para preferirlo sobre otros:

1. El proceso es rapido. De 2 a 5 minutos para la condensacién de la
cromatina y la fragmentacion celular. 3 horas para la fagocitosis
de los cuerpos apoptoéticos.

2. La imagen de la célula apoptética se ha ampliado y ganado
algunos matices: el nucleo apoptético se puede condensar sin
dividir y, en las etapas iniciales de la apoptosis, el nlucleo puede
encontrarse ligeramente agrandado mientras que el DNA estd

comenzando a fragmentarse. *°

De las primeras manifestaciones morfoldgicas de la presencia de muerte
celular se encuentran los cambios en la organizacion de la membrana
citoplasmatica y la aparicion de la condensacion de la cromatina; para
determinar estos cambios en la célula apoptética se puede utilizar tanto
la microscopia de luz (campo claro, fluorescencia) como la microscopia
electrénica. Por medio de la primera se pueden apreciar cambios en la
organizacion celular tales como la condensacion de la cromatina o la
aparicion de cuerpos apoptoticos. La observacion de caracteristicas

morfoldgicas se mantiene como parametro clave. *>
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivos generales

Evaluar el efecto antineoplasico de compuestos pentacoordinados
de estafio en las lineas celulares HelLa (carcinoma cérvico-uterino)

y HCT-15 (carcinoma de colon).

Objetivos particulares

Obtener la concentraciéon inhibitoria media (ClIso) para las lineas
celulares HeLa y HCT-15 de los compuestos de estano.
Determinar para cada linea celular, cudl compuesto presenta
mayor efecto, asi como observar si la respuesta es dosis
dependiente.

Observar si los compuestos inducen apoptosis en las lineas

celulares a través de los ensayos de TUNEL vy fluorescencia.

Hipdtesis

Basandose en lo previamente reportado sobre los compuestos

organometalicos de estafio, se espera que las moléculas ensayadas

presenten un efecto antineoplasico similar o igual en ambas lineas

celulares, asi como también su CIsp sea menor que la del testigo

positivo Cis platino.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Farmacos

e Los compuestos pentacoordinados de estano fueron
proporcionados por el Dr. José Norberto Farfan Garcia del
departamento de Quimica Organica de la Facultad de Quimica.

e Cis-Diamino-dicloro-platino(II) “Cis platino” Marca Alfa ASAR®,
polvo 2g. Jonhson Matthey Company. Lote 23F45R. Numero CAS
15663-27-1.

e Kit de deteccidon de muerte celular in situ, POD. Marca Roche®.
Lote 12469600.

e Naranja de acridina. Marca Sigma-Aldrich®, polvo. Lote
MKBF7516V. Niumero CAS 65-61-2.

e Bromuro de etidio. Marca Sigma-Aldrich®, polvo. Lote BCBF8587V.
Numero CAS 1239-45-8.

Proliferacion de las lineas celulares

Se descongelaron las lineas celulares a 37 °C, se lavd con 9 mL de
medio de lavado F-12 (Gibco™), se centrifugaron a 1500 rpm durante 5
minutos, se desechd el sobrenadante y el paquete celular se
resuspendi6 en 1 mL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco™)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco™), 1% de
aminoacidos no esenciales MEM NEAA (Gibco™) y 1% de solucidn
antibiotica-antimicdtica (Gibco™) para después llevar a cabo el conteo
de células vivas en la camara de Neubauer utilizando el método de
exclusidon por tincion con azul tripano. Posteriormente las células se
sembraron en cajas de cultivo de 25 cm? con 5 mL de medio RPMI 1640
suplementado y se incubaron en una atmodsfera humeda a 37 °C y 5%
de COs,.
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Ambos cultivos fueron revisados diariamente para estimar el porcentaje
de confluencia realizdndose un cambio de medio cada 48 horas. Al
obtener un cultivo con una confluencia entre (70 y 90)% se efectuaron
pases sucesivos para los cuales se retirdé el medio y las células se
cosecharon con 1 mL de trispsina—EDTA al 0.25% (Gibco™), se
incubaron a 37 °C por un minuto, se agitaron hasta observar el
desprendimiento de las células, la reaccion se pardé con medio de lavado
y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos. Nuevamente el
sobrenadante se desechd y pellet se resuspendié en 1 mL de medio de
cultivo RPMI 1640 suplementado.

La proliferacidon celular se llevé a cabo por dos ciclos de confluencia, lo
que permitié obtener suficiente cantidad de células para realizar los

ensayos.

Ensayo de inhibicion de la proliferacion

Las células HelLa y HCT-15 se sembraron en placas de 96 pozos con un
nimero de 2.0 X 10° células en un volumen total de 100 pL por pozo.
Las placas se incubaron a 37 °C y 5% de CO, durante 24 horas para que
puedan adherirse al plastico.

Transcurrido el tiempo de incubacidn se aspird el medio y se adicionaron
180 pL de medio suplementado nuevo y 20 uL de de cada una de las
concentraciones (0.01, 0.1, 1 y 10 pg/mL) de los compuestos NF y el
Cis platino mientras que al control negativo sdlo se les adicioné 200 pL
de suero RPMI 1640 suplementado; los farmacos se agregaron
inmediatamente después de preparadas las disoluciones para evitar la
degradacion de los compuestos y se dejaron incubar 24 horas a 37 °C y
5% de CO,. Una vez realizado el cernimiento primario con las
concentraciones anteriormente mencionadas, se seleccionan las

concentraciones de 1 hasta 12 pg/mL para los compuestos NF73, NF74
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(sélo en HelLa), NF82 (s6lo en HCT-15), NF86, NF87 y NF88 vy las
concentraciones de 0.3 a 1.2 ug/mL para los compuestos NF60, NF61,
NF660H, NF6OOH y NF85; se dejaron incubar a las mismas condiciones.
Al término de la incubacidon, se aspird el medio y las células fueron
fijadas con 100 pL de acido tricloroacético (TCA) al 10% por una hora a
4 °C. Al finalizar el tiempo se lavaron 5 veces con agua destilada y se

dejaron secar a temperatura ambiente.

Tincion con sulforrodamida B

Se adicionaron 100 pL de sulforrodamida B (SRB) al 0.4% p/v
(preparada con solucién de acido acético al 1% v/v) a cada uno de los
pozos con células y se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo se lavaron 2 veces con 100 pL de
acido acético al 1% v/v y se dejaron secar a temperatura ambiente.

El colorante celular se solubiliz6 con 100 yL de TRIS-Base 10 mM (pH
10.5) durante 5 minutos y con agitacion mecanica suave. Finalmente el
colorante celular se leyd en un lector de microplacas a una longitud de
onda de 564 nm.>?* >3

Para cada linea y compuesto, se determind la capacidad de inducir el
50% de inhibicion de la capacidad proliferativa, considerando como
proliferacidon celular maxima (100%) la de los cultivos control, para este

analisis se utilizd el programa estadistico SSPS 16°®.

Técnica de TUNEL

Para la determinacion de esta prueba se sembraron 2.0 X 10° células
por pozo en portaobjetos estériles de 8 pozos, se incubaron a 37 °C y
5% de CO, durante 24 horas. Pasado ese tiempo se aspiré el medio y

administré 2> Clsg y ¥4 Clso determinada para cada compuesto en el
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ensayo de inhibicién de la proliferacién; por cada pozo se colocé un
volumen final de 200 pL y se incubaron los portaobjetos a las mismas
condiciones por 24 horas.

Al término de la incubacién, las células fueron fijadas con 300 pL de
acetona concentrada fria por pozo durante 10 minutos, después de
retirar el fijador se dejaron secar a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizd la rehidratacion de los portaobjetos
empleando alcohol etilico a distintas concentraciones para después
efectuar la recuperacién antigénica con una solucion de citrato de sodio
pH 6.0 (Bio SB®), en una olla de presiéon a 15 |Ib y 121 °C durante 10
minutos. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se lavaron con
Tris-amortiguador con tween 20 a pH 7.2-7.6 durante 5 minutos,
seguido de la aplicacién de la reacciéon mixta de TUNEL (100 pL por
pozo), incubandose a 37 °C durante 1 hora en cdmara humeda y en
oscuridad total. Al término de la incubaciéon se lavd con tris-
amortiguador y se adiciond el convertidor POD (Roche®) y se incubd por
30 minutos a 37 °C. Al finalizar el tiempo se lavd nuevamente con tris-
amortiguador y se prosiguio a revelar la reaccién de TUNEL con diamino
bencidina (BiosB™) por 5 minutos formando un producto final
permanente de color café. A continuacién las laminillas fueron lavadas y
contratefiidas con hematoxilina de Harris (Meyer®) por 3 minutos,
finalmente fueron lavadas con agua destilada, deshidratados, cubiertos
con resina y observados al microscopio. Las células positivas a la
reaccion de TUNEL poseen un nucleo con coloracion café, mientras que
las que resultaron negativas poseen un nucleo en color morado.

De igual manera la intensidad de la coloracion en las células positivas se
puede clasificarse en: Ligeramente (+), moderadamente (++) e
intensamente (+++), lo cual nos muestra que tan agresivo fue el
tratamiento con los cultivos. La evaluacion se realizé contando el

porcentaje de células positivas en un campo de 10X y 40X.
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Andlisis_citomorfoldgico por microscopia de fluorescencia (doble tincion

con bromuro de etidio y naranja de acridina)

Para realizar este ensayo se sembraron 2.0 X 10° células por pozo en
portaobjetos estériles de 8 pozos, se incubaron a 37 °C y 5% de CO
durante 24 horas. Pasado ese tiempo se aspird el medio y administro V4
Clso determinada para cada compuesto en el ensayo de inhibicidon de la
proliferacién; por cada pozo se colocd un volumen final de 200 pL y se
incubaron los portaobjetos a las mismas condiciones por 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se volvié a aspirar el medio y se
realizd la tincién de las células con 10 pL de la mezcla naranja de
acridina (100 pg/mL) y bromuro de etidio (100 pg/mL), se dejaron secar
a temperatura ambiente y protegidas de la luz, a continuaciéon se
neutralizaron con una solucion de PBS a pH 6.4, se secaron y se
observaron en el microscopio de fluorescencia a 10X y 40X para
observar su morfologia y coloracién. Las células fueron contabilizadas
como viables (nucleos verdes normales), apoptoticas (nucleos verdes
irregulares o naranjas con fragmentacion o condensacion de la
cromatina) o necréticas (tincién naranja uniforme sin condensacion de la

cromatina).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Graficos de viabilidad contra concentracion.

Se graficaron los porcentajes de viabilidad celular obtenidos en los
ensayos colorimétricos contra el logaritmo de la concentracion
expresada en pg/mL de cada compuesto tanto para ambas lineas
celulares. En las graficas 1 y 2 se muestran los resultados obtenidos
para Hela; los graficos 3, 4, 5 y 6 presentan los que se obtuvieron para
HCT-15.

Se empled como control positivo el Cis platino, por ser el antineoplasico

inorganico mas empleado actualmente en los procedimientos de
quimioterapia.

Linea celular HelLa

Hela

100

50

% Viabilidad

N

25 =@-Tratamiento con NF82

== Tratamiento con Cis Pt

0
-2 -1 0 1

log Concentracién (ug/mL)

Grafica 1. Ensayo de inhibicidén en la linea celular HeLa en pg/mL
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Grafica 2. Ensayo de inhibicién en la linea celular HeLa en pug/mL

En los graficos para la linea celular HeLa se observa que los tres
compuestos evaluados muestran un porcentaje de inhibicion de la
proliferaciéon mayor que el Cis platino.

En la grafica 1, se observa que el compuesto NF82 actud de la manera
esperada en el primer cernimiento con las concentraciones de 0.01, 0.1,
1y 10 pg/mL.

Asimismo puede apreciarse que el compuesto con mayor actividad sobre
esta linea fue el NF74 que se probd a concentraciones de 0.5 a 4 ug/mL,

es0 mismo se corrobord al determinar la concentracion inhibitoria media

para cada compuesto.
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Linea celular HCT-15
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Grafica 3. Ensayo de inhibicion en la linea celular HCT-15 en pg/mL
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Grafica 4. Ensayo de inhibicion en la linea celular HCT-15 en pg/mL
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Grafica 5. Ensayo de inhibicién en la linea celular HCT-15 en pug/mL
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Grafica 6. Ensayo de inhibicion en la linea celular HCT-15 en pg/mL

Para los compuestos evaluados en la linea HCT-15 se aprecia, al igual
que en los ensayos para HelLa, que todos poseen una mayor actividad
antiproliferativa en comparacion con el Cis platino; en la grafica 3 se
muestra el compuesto que se determind la Clsp en el primer cernimiento

(0.01, 0.1, 1.0 y 10 pg/mL) , en la gréafica 4 los compuestos con los que
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se determind la concentracion esperada en el rango de 0.3 a 1.2 yg/mL,
las graficas 5 y 6 muestran los compuestos que se determinaron en el
rango de (1,3,5,7,9 y 12) pg/mL ; a pesar de que no todos los
compuestos tienen el mismo comportamiento, ya que para alcanzar el
50% de la inhibicion de la proliferacién celular fue necesario utilizar las
distintas concentraciones antes mencionadas, en esta linea, sobresalen
los compuestos del grafico 4, siendo los mas activos el NF60, NF61,
NF69-OH y NF85, lo cual pudo corroborarse en el momento de

determinar la Clso para cada compuesto.

5.2 Concentracidn inhibitoria media (Clsp).

Mediante el ensayo de inhibicién de la proliferacion celular se calculd la
concentracidn inhibitoria media de cada compuesto para cada linea
celular utilizando el programa estadistico SPSS 16® (Statistical Package
for the Social Sciences). Los resultados de este ensayo se muestran en

los cuadros 10 y 11.

Linea celular HelLa

Cuadro 10. Ensayo de inhibicion celular en la linea Hela

Compuesto Limite de CI50 (pg/mL) CI50(pM/mL)
confianza de la
dosis al 95%
Cis Pt 7.353 - 52.636 13.13 43.7
NF74 0.630 - 0.931 0.79 1.5
NF82 1.125 - 28.624 3.41 6.3
NF88 1.013 - 1.457 1.24 2.1

La determinacion de las Clsg para los compuestos, revalida los
resultados obtenidos en las graficas de proliferacidn celular, se puede

observar que todos cuentan con una gran actividad, las diferencias que
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se observan pueden ser atribuidas mas a las propiedades fisicoquimicas

como liposolubilidad.

Linea celular HCT -15

Cuadro 11. Ensayo de inhibicion celular en HCT-15.

Compuesto Limite de CI50 (pg/mL) CI50(pM/mL)

confianza de la

dosis al 95%
Cis Pt 10.147 - 18.815 12.93 41.3
NF60 0.728 - 1.219 0.88 1.7
NF61 0.619 - 1.026 0.77 1.6
NF660H 5.863 - 18.045 8.96 17.1
NF690H 0.709 - 1.703 0.94 1.9
NF73 ---- 7.34 14.1
NF74 ---- 9.71 18.0
NF82 0.488 - 8.901 4.07 7.5
NF85 0.858 - 1.191 0.99 1.7
NF86 7.592 - 22.598 10.86 19.5
NF87 5.047 - 8.299 6.28 10.3
NF88 7.029 - 11.180 8.55 14.3

De acuerdo a los resultados que se muestran en el cuadro anterior, se
puede dividir al conjunto de compuestos probados en 3 subgrupos (de
acuerdo al rango en los cuales se encuentra el valor de su Clsg). Para
facilitar el estudio de la actividad bioldgica en la linea HT-15. Dichos
subgrupos son:

e Subgrupo 1.- Compuestos con actividad menor a 2 pM/mL. A esta
categoria pertenecen los compuestos con clave NF60, NF61, NF69-
OH y NF85.

e Subgrupo 2.- Compuestos con actividad entre 4 y 7.5 pM/mL. Aqui
podemos encontrar a los compuestos con la clave NF73, NF82 y
NF87.

e Subgrupo 3.- Compuestos con actividad mayor a 8 pM/mL.
Destacan los compuestos con clave NF66-OH, NF74, NF86 Y NF8S8.

49



Ha de mencionarse que la propiedad liposoluble de las moléculas
empleadas puede ser un factor importante dentro del estudio, lo que
puede sustentarse con los resultados del subgrupo 3 que presentan una
actividad biolégica mayor implicando las propiedades de solubilidad
como también el hecho de las fuerzas de atraccidon y la afinidad de los

compuestos mencionados.

5.3 Determinacion de la apoptosis por TUNEL.

En la determinacion de la apoptosis por el método de TUNEL, las células
fueron tratadas con la mitad y un cuarto de la Clso determinada para
cada compuesto, en presencia de un testigo positivo (Cis platino) y de
un testigo negativo (sin tratamiento).

Las graficas 7, 8, 9 y 10 se muestran la representacion en barras de los
porcentajes promedio de las células positivas a la evaluacion de la
apoptosis mediante éste método en cada linea celular. En las figuras 10
y 11 se aprecian imagenes de la morfologia celular que se observada
después de realizar los ensayos, comparando con el testigo negativo,
testigo positivo y compuesto mas representativo respecto a imagen de

la técnica con cada linea celular.
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Linea celular HelLa
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Grafica 7. Representacién de barras de células positivas ante la técnica

de TUNEL utilizando la mitad de la CIso determinada en pg/mL.
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Grafica 8. Representacidon de barras de células positivas ante la técnica

de TUNEL utilizando un cuarto de la CIsy determinada en pg/mL.
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Los resultados obtenidos en ambas graficas muestran que el Cis platino
induce un 80% de apoptosis en las células; para los compuestos
probados se distingue un porcentaje de células apoptéticas que difiere
significativamente de manera cualitativa comparando con ambos
testigos. Cabe mencionar que se tuvo que utilizar un medio y un cuarto
de las CIsp determinadas puesto que, la superficie de contacto al realizar
los experimentos fue menor a la utilizada en los ensayos de proliferacion
y por tanto si se utilizaban las concentraciones determinadas en ese
ensayo, resultaba en la muerte de todas las células.

El porcentaje de muerte celular que muestra el testigo negativo se
considera como el normal, ya que es muy pequefio en comparaciéon con
los porcentajes que se obtuvieron en los distintos tratamientos. Es de
mencionarse que el proceso de apoptosis es natural y ademas las
condiciones de trabajo en las que fueron sometidas también son causa

de muerte.

Testigo negativo Testigo positivo Tratamiento con NF88

Figura 10. Morfologia celular por la técnica de TUNEL.

Con las imagenes podemos corroborar que efectivamente se indujo la
apoptosis de las células, ya que para ambos tratamientos las células

resultaron ser positivas para la reacciéon de el ensayo de TUNEL, sin
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embargo el tratamiento con Cis platino presenta mayor intensidad de
coloracion en comparacién con los demas compuestos (todos con menor
intensidad) lo que implica que los compuestos probados son menos
agresivos pero quiza con la misma potencia o un poco mas que el
farmaco utilizado actualmente. Dado que el testigo positivo resultd ser
negativo para la reaccién, se confirma la confiabilidad de los resultados
obtenidos y en la imagen se ejemplifica con el compuesto NF88 la

actividad que se obtuvo.

Linea celular HCT-15

HCT -15
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Grafica 9. Representacion de barras de células positivas ante la técnica

de TUNEL utilizando la mitad de la Clso determinada en pg/mL.
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Grafica 10. Representacidon de barras de células positivas ante la técnica

de TUNEL utilizando un cuarto de la CIso determinada en pg/mL.

Para esta linea celular, el comportamiento en cuanto potencia del
tratamiento, hablando particularmente de la concentracion utilizada para
llevar a cabo los ensayos, fue igual al que se obtuvo en HelLa puesto que
las concentraciones se disminuyeron a la mitad y a un cuarto de las
obtenidos en los ensayos con sulforrodamida B para obtener resultados
confiables, ya que si no se hacia de esta manera, todas las células se
morian. En las graficas se observa que el Cis platino tiene un menor
efecto en esta linea puesto que su promedio de proliferacion es de un
40%, en lo que respecta a los demas tratamientos se advierte que todos
inducen apoptosis con mayor potencia que la que muestra el testigo
positivo y que la muerte celular presenta el testigo negativo, se
considera parte del proceso natural de las células. Sin embargo, algo
que llama la atencion es el compuesto NF85 que en los ensayos de
proliferacién resulté ser de los mas potentes y su induccion de la
apoptosis es mucho menos si se compara con los otros compuestos de

esta misma familia.
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Figura 11. Morfologia celular por la técnica de TUNEL.

Respecto a la intensidad presentada en las pruebas, vemos nuevamente
que todos los compuestos utilizados presentaron una intensidad
moderada (++) respecto el Cis platino cuya coloracion fue intensa
(+++), lo que demuestra que el uso de estos compuestos para la
quimioterapia presentan menor agresividad que los utilizados

actualmente.

5.4 Determinacién de la apoptosis por analisis citomorfologico

En las imagenes correspondientes a las figuras 12 y 13 se distingue la
morfologia celular al final de la técnica de fluorescencia para determinar
la induccidon de apoptosis en las lineas celulares en las que se evaluaron

los compuestos.
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Linea celular HelLa

Testigo negativo Testigo positivo Tratamiento con NK82

-

Figura 12. Morfologia celular por la técnica de fluorescencia.

Linea celular HCT-15

Testigo negativo Testigo positivo Tratamiento con NK60

Figura 13. Morfologia celular por la técnica de fluorescencia.

En este ensayo se confirma que los compuestos inducen apoptosis, en el
porcentaje en que se obtuvo con los ensayos de TUNEL, utilizando
solamente el cuarto de ClIso, ya que fue con la concentracién en la que
mejor se pudo apreciar la morfologia de las células posterior a los
diversos tratamientos. Por lo tanto, se puede decir que estos farmacos
son prometedores para utilizarse en un futuro como farmacos en la
quimioterapia antineoplasica después de someterse a las demas fases

pre-clinicas y clinicas.
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6. CONCLUSIONES

Basado en los resultados obtenidos se concluye que todo el grupo de
compuestos probados en los ensayos de viabilidad celular presentan
mayor actividad que el Cis platino en las dos lineas celulares en que

fueron evaluados.

Se obtuvo satisfactoriamente la Clso de la mayoria de los compuestos
tanto en HeLa como en HCT-15. Para HelLa el compuesto con mayor
actividad fue el NF74 y para HCT-15 fue el NF 61; sin embargo que la
susceptibilidad en cada linea depende en gran parte de los sustituyentes
de las moléculas probadas. Se puede afirmar que el efecto es dosis-
dependiente, pero diferente para cada compuesto y también para la

estirpe celular en el que se administren.

Los ensayos de TUNEL y fluorescencia muestran que los compuestos
inducen la apoptosis en las células, dichos resultados junto con lo
obtenido en estudios previos*!, donde se determind que este proceso no
se da por la via intrinseca (via mitocondrial), nos lleva a sospechar que
el proceso de muerte celular que promueven este grupo de compuestos
es la via extrinseca (TNF), con lo que se puede llegar a elucidar uno de

los posibles mecanismos de accién de las moléculas trabajadas.
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