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1. RESUMEN

1. RESUMEN

El Cancer es un término genérico que designa un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo, siendo una de
sus caracteristicas la multiplicacion de células anormales extendiéndose mas alla
de sus limites habituales. Datos arrojados por la OMS indican que la principal
causa de muerte a escala mundial, atribuyéndosele alrededor de 7.6 millones en
2008 y se pronostica que las muertes por cancer sigan aumentando, alcanzando

una cifra de 13,1 millones en 2030.

La presente investigacion tiene por objeto evaluar el efecto antineoplasico
de los compuestos pentacoordinados organometélicos de estafio identificados
como NK-58 y NK-88 en lineas celulares tumorales humanas. Las lineas con las
gue se trabajo son: PC-3 (adenocarcinoma prostético), HeLa (carcinoma de cuello

uterino), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) y HCT-15 (carcinoma colon rectal).

Se realizaron tres microensayos de citotoxicidad en placas de 96 pozos
donde se expusieron las lineas celulares a diferentes concentraciones de cada
compuesto organometdlico de estafio (0.01, 0.1, 1, 10 pg/mL), utilizando como
control positivo al cis-platino a las mismas concentraciones. Asimismo se
determiné la concentracién inhibitoria (Cl 50) de los compuestos NK-58 y NK-88

mediante el ensayo colorimétrico de citotoxicidad con sulforrodamina B.
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1. RESUMEN

Se llevé a cabo el ensayo de TUNEL que evalla la muerte celular
programada por los compuestos de prueba y haciendo uso de la
Inmunocitoquimica se determind la expresion de las ciclinas D1, Ay Bl en las

lineas celulares mencionadas.

Con el descubrimiento de nuevas moléculas antineoplasicas se pretende
desarrollar en un futuro medicamentos que permitan controlar muchos de los
padecimientos oncoldgicos en los pacientes, para poder ofrecer un mejor manejo

de la enfermedad y una mejor calidad de vida para este tipo de pacientes.
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2. INTRODUCCION

2. INTRODUCCION

El cancer es una proliferacion celular descontrolada causada por factores
fisicos, quimicos, genéticos o bioldgicos ® resultado de varias alteraciones
genéticas. En este proceso se presenta la pérdida del control de los mecanismos
de replicacion y reparaciéon del ADN, asi como de la segregacion del material
genético. Aunque las células normales tienen estrategias de defensa contra el
desarrollo del cancer, las células tumorales activan diferentes vias de escape que
permiten la progresion de la neoplasia. Las células cancerosas difieren de las
células normales en muchas caracteristicas, incluyendo la pérdida de la capacidad
de diferenciacién, el aumento de invasividad y la disminucién de la sensibilidad a
las drogas citotoxicas. Caracteristicas que resultan en una proliferacion celular

descontrolada ®.

El principal objetivo de la quimioterapia es destruir las células cancerosas
preservando las células normales. Sin embargo, la mayoria de los agentes
utilizados en quimioterapia funciona de una manera no especifica. El uso clinico
de estos farmacos requiere un indice terapéutico favorable, y, conseguir una

mayor esperanza de vida ©.
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2. INTRODUCCION

Por tal motivo la investigacién de nuevos compuestos organicos de estafio
se ha incrementado notablemente. Los complejos de estafio (IV) caracterizados
por la presencia de uno o mas enlaces carbono-estafio, han demostrado ser
citotoxicos contra lineas celulares tumorales humanas como MCF-7
(adenocarcinoma de mama) y carcinoma de colon ¥ El uso de complejos de
metal como agente quimioterapéutico en el tratamiento de las enfermedades
neoplasicas, aparece como una gran alternativa en investigacion siendo de

principal interés como agentes antineoplasicos ©.

El presente trabajo tiene como objetivo demostrar que nuevas moléculas de
compuestos pentacoordinados organometalicos de estafio presentan actividad

citotéxica en lineas tumorales humanas.
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3. ANTECEDENTES

3. ANTECEDENTES

3.1. Cancer

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo después de las
enfermedades cardiovasculares ©®. Es un grupo de enfermedades, resultado de
cambios en los genes que controlan el proceso ordenado de crecimiento y muerte

| 78 Las vias

celular, haciendo que estas células anormales se dividan sin contro
gue se alteran principalmente son las de transduccién de sefiales mitdgenas, el
ciclo celular y los mecanismos de muerte celular programada o apoptosis ©. Las
células cancerosas pueden diseminarse a otras partes del cuerpo por el sistema

sanguineo y por el sistema linfatico, provocando invasion a otros tejidos

(metéastasis) .

A través del tiempo el cancer se ha descrito como una enfermedad
incurable, descripcidon que hasta la fecha sigue persistiendo. La complejidad de
esta enfermedad requiere de una gran batalla cientifica en todas las fronteras,
hecho que ha sido el punto focal de la actual investigacion. A pesar de que se han
descubierto muchos nuevos medicamentos y métodos de tratamiento contra el
cancer, faltan muchos mas estudios y ensayos clinicos que seran la clave para

encontrar una cura contra el cancer.
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3. ANTECEDENTES

3.2. El cancer en el mundo

El cancer es una de las principales causas de muerte a escala mundial. Se le
atribuyen 7,6 millones de defunciones (aproximadamente el 13% del total)
ocurridas en todo el mundo en 2008. Los principales tipos de cancer son los

siguientes ©:

> pulmonar (1,37 millones de defunciones);
> gastrico (736 000 defunciones);

> hepatico (695 000 defunciones);

> colorectal (608 000) defunciones;

> mamario (458 000 defunciones);

> cérvico-uterino (275 000 defunciones).

3.3. Situacion del cancer en México

Durante 2011 del total de defunciones en el pais, 12.9% fueron por algin tumor
y de éstos, 93.6% se debieron a neoplasias malignas. Entre los jovenes menores
de 20 afos, se observa que 5.3% fallecieron por algun tumor, ya sea maligno o
benigno, de los cuales 86.3% fueron cancerosos. En 2010, se observé que los
principales tumores malignos que afectan a la poblacion femenina adulta (de 20
afios y mas) que fue hospitalizada por este diagnéstico fueron el cancer de mama

(24.3%), el cérvico-uterino (9.7%) y el de colon (3.2%), tanto que para los varones
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3. ANTECEDENTES

adultos se concentran en cancer de préstata (7.9%), bronquios y pulmoén (4.9%) y

colon (4.6 %)™,

3.4. Frecuencia

Entre los hombres adultos, la tasa mas alta de morbilidad hospitalaria por
cancer de prostata aumenta conforme avanza la edad (75 y 79 afios) y en las
mujeres, la tasa de morbilidad hospitalaria mas alta es debida a cancer de mama,

que afecta principalmente a las mujeres de 50 a 64 afios ?.

La tasa de letalidad hospitalaria permite observar que conforme mas edad
tiene el paciente, mas agresivo es el tumor maligno. En todos los grupos de edad
la tasa de letalidad es superior en los varones en relacion a las tasas de las
mujeres, las diferencias mas amplias se observan en los siguientes grupos de

edad: 40 a 49 afios, 65 a 74 afios y 30 a 39 afios 9.

En 2011, entre los principales tumores malignos por lo que fallece la poblacion
de 20 afios y mas en México, se observan diferencias significativas entre hombres
y mujeres. Las mujeres mueren por cancer de mama (13.8%), por cérvico-uterino
(10.4%) y de estomago (7 %). En tanto que los hombres fallecen por cancer de
prostata (16.9%), de bronquios y pulmén (12.8%) y de estémago (8.6%) “¥ como

se muestra en la Figura 1.
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3. ANTECEDENTES

Porcentaje de defunciones en poblacion de 20 afios y mas,

por principales tumores malignos segin sexo

2011

Mama

13.8

Bronguios y pulmon G4

Estamago 7.0
Higado v de las vias

biliares intrahepaticas 5.5

Colon 4.3

Cervicoutering 10.4

Prostata

Mota: Se utilizo la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades v Problemas
Relacionados con la Salud (CIE-10), codigos C16, C18, C22, C34, C50, C53 y C61.
Fuente: INEGI (2012). Estadisticas de Mortalided Cubos dindmicos. Procesd INEGI.

Figura 1: Se muestra el porcentaje de defunciones en hombres
y mujeres mayores de 20 afios (Imagen obtenida de INEGI)

La tasa de mortalidad observada se incrementa de forma importante a partir
de los 50 afios y éstas, son mas altas para la poblacion de 80 y méas afios; por
ejemplo en 2011, se reportd que nueve de cada 100 mil adultos de 20 a 29 afios
fallecen a consecuencia de algun tumor maligno y se incrementa hasta 878 de
cada 100 mil adultos de 80 afios y mas. Por sexo, se observa el mismo patron, sin
embrago las mujeres reportan tasas mas altas que los varones en los grupos que
van desde los 30 a los 64 afios de edad y los hombres en el de 20 a 29 afios y de

los 65 afios y mas 9.
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3. ANTECEDENTES

En 2010 del total de egresos hospitalarios de la poblacibn menor de 20
afos por tumores malignos (33,019 casos), las principales neoplasias se
presentan en los 6rganos hematopoyéticos (56.7%), en tejido linfatico y afines
(7.9%), en el encéfalo y otras partes del sistema nervioso central (6.3%), en hueso
y cartilagos articulares (6.3%), en las células germinales (testiculos u ovario)

(3.7%) y en vias urinarias (2.9%) 19,

Por grupo de edad y sexo, la tasa de morbilidad hospitalaria mas alta en la
poblacion menor de 20 afios se localiza en cancer de los &rganos
hematopoyéticos, los nifios de 5 a 9 afios presentan la tasa més alta (65 de cada
100 mil niflos y 58 de cada 100 mil nifias), seguidos de los nifios de entre 0 y 4

afios (51 hombres y 42 mujeres) ®©.

La poblacion de 15 a 19 afios es las que mas fallece en general (5 de cada
100 casos); las mujeres (6 de cada 100) de este grupo de edad son mas afectadas
gue los varones (5 de cada 100); situacién similar se presenta para la poblacién de
0 a 4 afios, donde las mujeres superan ligeramente a los hombres; en los grupos
de 5 a 9 aflos y de 10 a 14 afos, los varones presentan tasas de letalidad
ligeramente mas altas que las mujeres; por ello, es importante que el diagndéstico y

la atencién temprana sean esenciales para atacar este padecimiento 9.

Por sexo se observa que es mayor la proporcién de mujeres que fallecen
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3. ANTECEDENTES

por tumores malignos en 6rganos hematopoyéticos (56.1% mujeres y 53.6%
hombres), seguidas por cancer de encéfalo y otras partes del sistema nervioso
central (13.7% nifias y13.3% nifios). Y la tercer causa de muerte varia para ambos
sexos, siendo los tumores de tejido linfatico y afines en los hombres (7.6%) y de

hueso y cartilagos articulares para las mujeres (8.4 %) como se muestra en la

Figura 219,

Porcentaje de defunciones en poblacion menor de 20 afios,
por principales tumores malignos segun sexo
2011

>

Clrganus hematopoyéticos 564
Encéfalo y otras partes del 137

siztema nerviosoe central
Tejido linfatico v afines 6.1
Hueso y de los cartilagos 8.4

articulares

Organos digestivos 34
Viag urinarias 34

Nota: Se utilizd la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas
relacionados con la Salud CIE-10, codigos C15-C26, C40-C41, C46, CB4-C68, CT0-CT2,
C73-C75, C81-C85, C83-CO5 v C95.

Fuente: INEGI (2012). Estadisticas de Mortalidad. Cubos dinédmicos; y CONAPO (2012).

Proyecciones de 18 Poblacitn de México 2010-2050. Proceso INEGI.

Figura 2: Se muestra el porcentaje de defunciones en hombres y
mujeres menores de 20 afios (Imagen obtenida de INEGI 2012).

Mas del 70% de las defunciones por cancer se registraron en paises en
vias de desarrollo. Se prevé que el numero de defunciones por cancer siga

aumentando en todo el mundo y supere los 13,1 millones en 2030 ©.
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3. ANTECEDENTES

3.5. Tipos de Cancer
3.5.1 Cancer cérvico-uterino

A nivel mundial, el cancer cérvico-uterino es la segunda causa de muerte
por neoplasias malignas en la mujer. Sin embargo, gracias a la citologia y a la
histopatologia se le puede detectar tempranamente y tratar oportunamente. La
mayoria de las mujeres que desarrollan este cancer tienen entre 40 y 50 afios de
edad. Sin embargo, cada vez es mas comun ver mujeres jovenes infectadas por
VPH, diagnosticadas con cancer cérvico-uterino a edades de 20 y 30 afios ™.
Hay medidas preventivas que han demostrado resultados satisfactorios como lo es

la vacuna profilactica 2.

Estudios moleculares, clinicos y epidemiol6gicos han permitido demostrar
en forma inequivoca, una relacion causal entre la infeccion por el Virus del
Papiloma Humano (VPH) y el Cancer Cérvico- Uterino (CCU). Ocho genotipos de
VPH, denominados de “alto riesgo” se asocian con 90% de estos canceres y de
ellos dos, los VPH 16 y 18, han sido consistentemente aislados en cerca del 70%
de las mujeres con CCU en practicamente todas las regiones del mundo. El VPH
se asocia ademas con verrugas genitales, con otros canceres menos comunes
como el de orofaringe, vulva, vagina y pene, y con papilomatosis respiratoria
recurrente 2| sin descartar la predisposicién genética que representa el 27% del

efecto de los factores subyacentes para el desarrollo del tumor .,
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3. ANTECEDENTES

El tratamiento en el CCU es por medio de la escisién con una asa electro
quirargica para las lesiones escamosas no invasivas. El cancer que comienza a

invadir se trata con histerectomia o con radioterapia de alta energia %.

3.5.2 Cancer de mama

El cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente en el mundo. En
afos recientes se ha observado un incremento paulatino en su frecuencia, sobre
todo en paises en vias de desarrollo como México. Se concluye que el cancer de
mama es un problema de salud publica de los paises desarrollados y en vias de

desarrollo ®®

. El cancer de mama, aun no se puede evitar, pero la detecciéon
temprana es la Unica manera de reducir las tasas de morbilidad y mortalidad. La
palpacién de las mamas y los procedimientos de mamografia se utilizan para

diagnéstico precoz .

En la actualidad, el cancer de mama, como otras formas de cancer, es
considerado el resultado de dafio ocasionado al ADN. Este dafio proviene de
muchos factores conocidos o hipotéticos ®®. Entre algunos factores de riesgo,
estan: edad, sexo, antecedentes personales y familiares (los genes BRCAL,
BRCA2), enfermedad mamaria preexistente, distribucion geogréafica, estructura
corporal, factores ambientales, hormonales (exposicibn a estr6genos),

reproductivos y alimentarios .
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3. ANTECEDENTES

3.5.3 Cancer de colon

El cancer de colon es la segunda causa principal de muerte en los paises
occidentales. El pronéstico asociado a esta enfermedad ha mejorado debido al
diagndstico precoz y cambios en la terapia médica. La quimioterapia adyuvante
del cancer de colon, la radioterapia y la introduccion de la técnica de escision del
mesorrecto en el cancer rectal muestran un aumento de la supervivencia,
especialmente en pacientes con tumores de estadio Ill. La cirugia laparoscopica
ha dado lugar a grandes avances en el tratamiento de muchas enfermedades
como es el caso de pacientes con cancer de colon ya que disminuye el trauma

18 por otra parte, farmacos

quirdrgico y las complicaciones perioperatorias
como la camptotecina y el oxaliplatino son tratamientos alternativos eficaces para

éste tipo de cancer”.

Recientes estudios han informado de una disminucion del 40-50 % en el
riesgo relativo del cancer colorectal en las personas que son usuarios continuos
de la aspirina u otros farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Sin
embargo, el uso prolongado de éstos tienen efectos secundarios gastrointestinales

adversos™®,
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3. ANTECEDENTES

3.5.4 Cancer de prostata

El cancer de prostata es ampliamente conocido por ser dependiente de los
androgenos. Desde entonces la deplecién gonadal de androégenos ha sido el pilar
del tratamiento para cancer de préstata avanzado y sigue siendo sin duda la
opcién terapéutica mas eficaz. Casi todos los pacientes responden a la ablacion
de andrégenos inicial, sin embargo, a pesar de la eficacia de la castracion, el
antigeno especifico de prostata (PSA), indica un aumento en la transicién a un

| (19)

estado resistente a la castracion, que es invariablemente fatal **”, ya que a pesar

de la castracion el cancer crecera a pesar de los bajos niveles de testosterona “%.

La persistencia del receptor de andrégenos de sefializacion a pesar de los
niveles bajos séricos de andrdgenos, han sido identificados como un obijetivo
fundamental para el descubrimiento de farmacos en la castraciéon de cancer de
préstata resistente. Hasta hace poco, las opciones de tratamiento médico en estos
pacientes han sido principalmente limitados a segunda linea agentes hormonales
tales como ketoconazol, mitoxantrona (ha demostrado el beneficio paliativo vs.
prednisona), 5 docetaxel (demuestra un beneficio en la supervivencia global), y
mas recientemente cabazitaxel (muestra un beneficio para pacientes que han

recibido ya docetaxel) ?°.

Facultad de Quimica, UNAM 14


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

3. ANTECEDENTES

3.6. Carcinogénesis

La capacidad de un agente de producir una neoplasia se le denomina
carcinogénesis. En el proceso de transformacion progresiva de las células
normales en células malignas, se produce la adquisicibn de autonomia por las
mismas, lo que es un reflejo de una regulacién y expresién anormal de su carga
génica. Este proceso puede ser resultado de eventos endégenos como errores en
la replicacion del ADN, la inestabilidad intrinseca de ciertas bases del ADN o el
ataque de radicales libres generados durante el metabolismo celular. También
puede ser resultado de procesos exdgenos como radiaciones ionizantes,
radiaciones ultravioletas, carcinégenos quimicos, etc ®Y. Es importante
comprender que los genes implicados en la carcinogénesis son constituyentes
normales del genoma humano y sus productos desempefian un papel central en la
regulacion fisiolégica del crecimiento celular, la division y la diferenciacion. El

desarrollo de tumores se debe a errores de regulacién o cambios estructurales ©?.

La accion carcinégena de los distintos agentes no es unica, si no, el
resultado de una accién en varias etapas. Algunos autores la dividen en cuatro ©¢?
no obstante algunos otros manifiestan que es el resultado de un procesos multi-

mecanista®,
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Las etapas mas conocidas son: iniciacion, promocion y progresion, asi

como se muestra en la Figura 3 212429,

Iniciacion Iniciador

N-"r carcinogeénico

ADMN danado
SN reparar

[

Promocidén _» Promotor tumoral
" i

Expansidn clonal

‘.”’-’_"' ‘--_‘\-‘-‘ 5
== e Mutacidn

— T adquirida
vas v Y 44 ¥y
Formacion del
tumor benigno
Progresion

Transformacidn a
umor mahgno

Figura 3: Descripcion del Proceso de Carcinogénesis y sus tres etapas (Imagen
obteniday editada de Carcinogenesis and Epigenetics. BioFiles 2008).
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3.7. Tratamiento contra el cancer

Para que un tratamiento sea exitoso, se deben considerar los factores
individuales y los propios del tumor . El plan de tratamiento depende
principalmente del tipo de cancer y del estadio de la enfermedad. Los médicos
consideran también la edad del paciente y su salud general ®. El tratamiento es
multidisciplinario, es decir, las distintas modalidades terapéuticas se combinan
para proporcionar al enfermo el plan de tratamiento mas adecuado que permita

aumentar las posibilidades de curacion de la enfermedad #°.

Los tratamientos pueden actuar en un area especifica o en todo el cuerpo, por

lo que se dividen en "

> Terapia local donde se extirpa o destruye el cancer en una sola parte del
cuerpo como es el caso de la cirugiay de la radioterapia.

» Terapia sistémica donde se administran medicamentos o sustancias por el
torrente sanguineo para destruir células cancerosas en todo el cuerpo,
ejemplo de ella son la quimioterapia, la terapia hormonal y la terapia

bioldgica.

Facultad de Quimica, UNAM 17


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

3. ANTECEDENTES

3.7.1. Cirugia

La cirugia es un procedimiento para extirpar el céancer. Los efectos
secundarios de la cirugia dependen de muchos factores, inclusive del tamafio y
lugar del tumor, del tipo de operacion y del estado general de salud del paciente.
Los pacientes tienen algo de dolor después de la cirugia, pero este dolor se puede
controlar con medicamento. También es comun que los pacientes se sientan

cansados o débiles por un tiempo después de la cirugia .

Esta indicada en los canceres que no se han extendido a otros érganos.
También tiene un papel muy importante en el diagnostico y estudio de extension

de la enfermedad @9,

3.7.2. Radioterapia

La radioterapia usa rayos de alta energia para destruir las células
cancerosas en una region determinada del cuerpo. La radiacion puede
administrarse en forma externa por medio de una maquina que apunta la radiacién
a la zona del tumor. La radiacion puede administrarse también internamente;
agujas, semillas, alambres o catéteres que contienen una sustancia radioactiva a
través de la cual se implanta cerca del tumor. Los tratamientos de radiacién no
causan dolor, los efectos secundarios son temporales y la mayoria pueden

tratarse y controlarse. Es posible que los pacientes se sientan muy cansados,
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especialmente en las dltimas semanas del tratamiento. La radioterapia puede
causar también la disminucion del nimero de glébulos blancos en la sangre, los
cuales ayudan a proteger el cuerpo contra la infeccion. Con radiacion externa, es
también comidn que se caiga el pelo temporalmente en la zona tratada y que la

piel se ponga roja, reseca, sensible y con comezén (.

Hoy en dia, la radiacion se administra con gran precision para combatir el

cancer @7,

3.7.3. Quimioterapia

Es una de las modalidades terapéuticas mas empleadas en el
tratamiento del cancer. Su objetivo es destruir las células que componen el
tumor con el fin de reducir y/o eliminar la enfermedad, empleando una gran

variedad de farmacos?®27,

Dependiendo del tipo de cancer y de los farmacos que se vayan a emplear,

la quimioterapia puede administrarse por via oral o intravenosa “°.

Los efectos secundarios de la quimioterapia dependen principalmente de
los farmacos y de la dosis que recibe el paciente. La caida del pelo es un efecto

secundario comun de la quimioterapia; sin embargo, no todos los farmacos lo
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ocasionan. Los farmacos anticancerosos pueden también causar fatiga temporal,

falta de apetito, nduseas y vomitos, diarrea, o llagas en la boca y labios .

3.7.3.1. Tipos de quimioterapia

Quimioterapia adyuvante: Es la quimioterapia que se administra
generalmente después de un tratamiento principal como es la cirugia, para

disminuir la incidencia de diseminacion a distancia del cancer ®.

Quimioterapia neoadyuvante o de induccién: Es aquella que se inicia antes
de cualquier tratamiento quirdargico o de radioterapia con la finalidad de evaluar la
efectividad in vivo del tratamiento. La quimioterapia neoadyuvante disminuye el
estadio tumoral pudiendo mejorar los resultados de la cirugia y de la radioterapia y
en algunas ocasiones la respuesta obtenida al llegar a la cirugia, es factor

prondstico 2.

Quimioterapia paliativa: en tumores que no se vayan a intervenir
quirargicamente por existir metastasis a distancia y cuando la finalidad del

tratamiento no sea curativa ®®.

Segun el modo de administracibn se clasifican en monoterapia Yy
poliquimioterapia. La monoterapia es la administracion de un Unico farmaco

antineoplasico y la poliquimioterapia, es la asociacion de varios agentes
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antineoplasicos que acttian con diferentes mecanismos de accién, sinérgicamente,
con el fin de disminuir la dosis de cada farmaco individual y aumentar la potencia

terapéutica de todas las sustancias juntas “®.

3.7.4. Hormonoterapia

Se emplea en aquellos tumores que crecen por el estimulo de alguna
hormona. A estos canceres se les denomina hormono-dependientes y los mas
representativos son el de mama y el de prostata. Esta modalidad consiste en el
empleo de determinadas hormonas para detener o disminuir el crecimiento del

tumor 7+29),

Otro tipo de terapia hormonal es la cirugia para extirpar los érganos que
producen hormonas. Por ejemplo, los ovarios pueden ser extirpados para tratar el
cancer de seno. Los testiculos pueden ser extirpados para tratar el cancer de
prostata. Algunos efectos secundarios de esta terapia incluyen cansancio,

bochornos, nauseas, vomitos, entre otros .

3.7.5. Inmunoterapia

Es un tratamiento que consiste en utilizar el sistema inmune para destruir

las células tumorales. Esto se consigue bien estimulando el propio sistema o bien

introduciendo en el organismo sustancias sintéticas, semejantes a las del sistema

Facultad de Quimica, UNAM 21


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

3. ANTECEDENTES

inmune, capaces de controlar la enfermedad ®®, como son los anticuerpos

monoclonales, el interferén, la interleucina-2 y otras citoquinas ")

. En general,
estos tratamientos tienden a causar sintomas parecidos a los de la gripe, como
escalofrios, fiebre, dolor de musculos, debilidad, falta de apetito, naduseas, vomitos
y diarrea. Los pacientes pueden también sangrar o magullarse con facilidad, tener

erupciones de la piel o inflamacion. Estos problemas pueden ser graves, pero

desaparecen cuando termina el tratamiento ).

El diagnéstico y el tratamiento del cancer se complementan con un apoyo

psicoldgico @.

3.8. Farmacos utilizados

Los diferentes farmacos antineoplasicos pueden actuar sobre una o varias
fases del ciclo celular o sobre los mecanismos de control de la proliferacion
celular. La respuesta obtenida se relaciona directamente con la capacidad
proliferativa de la célula, que esta determinada por el tiempo de duplicacién del
tumor. En general, se deben administrar al menos dos farmacos que actien sobre
diferentes dianas terapéuticas y sin toxicidad cruzada. De este modo se reduce la
toxicidad, se aumenta la eficacia sobre el tumor y disminuyen las posibilidades de

que aparezcan resistencias ©.
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Clasificacion de los farmacos antineoplasicos

Agentes alquilantes

Estos farmacos son los mas utilizados en quimioterapia antineoplasica,

r ©29 gy accidn citotéxica es

lesionan el ADN e interfieren en la replicacion celula
provocada mediante la formacion de enlaces covalentes entre sus grupos alquilo
y diversas moléculas nucledfilas presentes en las células, especialmente con las
bases nitrogenadas del ADN ©3%. De este modo, bloquean la replicacién del ADN

celular y la transcripcion del ARN vy, por lo tanto, la mitosis y la sintesis de

proteinas ©.

Dentro de la gran variedad de grupos que forman los agentes alquilantes,

los mas conocidos en la literatura son:

Ciclofosfamida
Mostazas Nitrogenadas Clorambt_Jcno
Ifosfamida
Melfalan
Alquilsulfonatos Busulfano
Alquilantes Atipicos o Dacarbacina
Tetrazinas Procarbazina
: Carmustina
Nitrosureas -
Lomustina
Etileniminas y Tiotepa
metilmelaminas Altretamina

Tabla 1. Agentes alquilantes méas conocidos para el tratamiento
contra el cancer ©11920.21)
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Antibidticos citotéxicos

Son sustancias naturales producidas fundamentalmente por hongos
capaces de alterar el crecimiento de otras células vivas ©. Algunos antibiéticos

citotéxicos se muestras en la Tabla 2.

Bleomicina

Antraciclinas

Antibidticos Doxorrubicina
Citotoxicos Daunorrubicina.
Epirrubicina

Actinomicina D

Tabla 2. Ejemplos de Antibidticos citotoxicos para

el tratamiento contra el cancer ©1819:20.21)

Antimetabolitos

Estos farmacos tienen una estructura similar a la de los componentes del
metabolismo intermediario celular, de modo que interfieren en su metabolismo y
en concreto en la sintesis de &cidos nucleicos. Ejercen su accién principalmente

sobre tumores de réapido crecimiento ©@; algunos de estos ejemplos se especifican

en la Tabla 3.
Analogos de pirimidinas
(flourouracilo)
Antimetabolitos Analogos de purinas

(mercaptopurina)
Antifolatos ( metotrexato)

Tabla 3. Ejemplos de farmacos antimetabdlicos para el tratamiento
contra el cancer ©2%30:31.32)
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Hormonas y antihormonas

Determinadas lineas celulares presentes en algunos tejidos hormono-
sensibles muestran una especifica dependencia hormonal para su crecimiento y
desarrollo, como es el caso de la mama, el endometrio y la préstata en relaciéon
con las hormonas gonadales. Por el contrario, otras células, como son las del
tejido linfoide, son fuertemente inhibidas por los glucocorticoides. Estos hechos
constituyen el fundamento de la terapéutica hormonal de ciertos tumores
denominados hormono-dependientes ®%. Algunos ejemplos se muestran en la

Tabla 4.

Prednisolona

Dexametasona

Hormonas Hidrocortisona

Dietilestilbestrol

(estrégeno sintético)

Tamoxifeno
Antihormonas

Flutamina

Tabla 4. Hormonas y antihormonas utilizadas para el tratamiento
contra el cancer %30 31:32)
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Otros farmacos

Otros antineoplasicos usados en la terapia contra el cancer se muestran en
la Tabla 5.

Camptotecina
Levamisol
Vinblastina
Etoposido
Cis- platino

Tabla 5. Ejemplos de diferentes antineopléa-

sicos presentes en la literatura 'y que no for-
. (29, 30, 31, 32)

man parte de un grupo especifico. .

Al igual que los compuestos naturales como los Taxanos y las
Camptotecinas utilizados en el tratamiento contra el cancer, hay estudios
realizados con flavonoides (encontrados en la dieta natural del hombre) como
posibles tratamientos contra enfermedades neoplasicas, teniendo efecto in vivo el
2,4-dihidroxi-6-metoxi-3,5-dimetilchalcona, compuesto extraido de una planta
llamada Cleistocalyx operculatus originaria de China la cual es tomada como

infusién por la poblacién de este pais ©2.

3.8.1. Cis-platino

Es el compuesto inorganico cis-diaminodicloroplatino (Il) en el que el platino
se encuentra en estado de oxidacion +2, es decir, tiene cuatro enlaces dirigidos
hacia las cuatro esquinas de un cuadrado en cuyo centro se encuentra el atomo
metdlico. El platino forma enlaces covalentes, por lo que sus reacciones se

asemejan en cierto modo a las reacciones de sustitucion del carbono,
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especialmente a las reacciones de alquilacién. Actia de manera preferente sobre
las bases del ADN, en particular con el nitrdgeno 7 de la guanina debido a su gran
nucleofilia, al igual que lo hacen los agentes alquilantes. Ademas produce
enlaces o puentes cruzados entre las dos hebras del ADN, y como consecuencia

se produce una fuerte inhibicién en la sintesis de ADN €%,

El cis-platino se administra por via intravenosa y se une también a
proteinas, mediante enlaces covalentes, lo cual puede significar la pérdida
irreversible de la actividad bioldgica. La concentracién del cis-platino en plasma
disminuye inicialmente con rapidez como consecuencia de su paso a los tejidos y
de la excrecion renal, con una semivida de 10-40 min. Se elimina principalmente
por el rindn en las primeras horas (15-60 %), siguiendo después una excrecion
lenta durante varios dias. En pequefia proporcion es excretado también por bilis y

saliva ©0.

El cis-platino es un compuesto utilizado para el tratamiento de las
neoplasias de ovario y de testiculo. También es un componente de las pautas
utilizadas en el cancer de pulmén de células pequefias @ 3% 3V estémago,
coriocarcinoma, vejiga urinaria, mama, corteza suprarrenal, cuello uterino, uUtero,

g (30, 31)

cabeza y cuello, pulmén, linfoma no hodgkiniano y osteosarcom El cis -

platino es mielosupresor y también produce alopecia ligera. Sin embargo, produce
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nausea y vomitos intensos relacionados con la dosis, también es nefrotoxico y

neurotéxico 9.

3.8.2. Compuestos organoestaiiosos

El estafio es un metal que puede combinarse con otras sustancias quimicas
para formar varios compuestos. Cuando el estafio se combina con cloro, azufre u
oxigeno, se le llama compuesto inorganico de estafio. En la corteza terrestre se
encuentran pequefas cantidades de compuestos inorganicos de estafio. También
se encuentran en pasta dental, perfumes, jabones, colorantes, aditivos para
alimentos y en tinturas. El estafio se combina también con carbono para formar
compuestos organicos los cuales se usan para fabricar plasticos, envases de
alimentos, cafierias de plastico, plaguicidas, preservativos para madera y

sustancias para repeler ratas y ratones ©%.

Durante las udltimas décadas, la investigacion sobre nuevos compuestos
organicos de estafio se ha incrementado notablemente, muy probablemente
debido a la diversidad de sus aplicaciones bioldgicas. Entre sus variadas
funciones biologicas destacan su efecto antimicrobiano, antimalarico,
antiproliferativo, quimioterapéutico, radiofarmaco, insulina-mimético, fungicida ¥ y

(35

como agentes biocidas en pinturas antiincrustantes en barcos Por otra parte,

los complejos de estafio (IV) caracterizados por la presencia de uno o mas

Facultad de Quimica, UNAM 28


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

3. ANTECEDENTES

enlaces carbono-estafio, han demostrado ser citotoxicos contra el

adenocarcinoma de mama (MCF — 7) y el carcinoma de colon (WiDr) ©.

El uso de complejos de metal como agente quimioterapéutico en el
tratamiento de algunas enfermedades, aparece como una alternativa siendo de
mayor interés en agentes antineoplasicos basados en metales. Aunque el disefio
del compuesto a base de metal con un buen indice terapéutico es todavia
bastante empirico, se han reportado en la literatura un importante nimero de
compuestos basados en metales como bactericidas potentes. Un enfoque que
podria producir resultados exitosos implica la coordinacion de metales con
ligandos con actividad biolégica, como los antibiéticos, medicamentos contra el
cancer, y algunos otros sustratos biologicamente relevantes. Con estos resultados,
es importante hacer hincapié en la necesidad de mas investigacion sobre la
sintesis, aislamiento y caracterizacion de nuevos compuestos organicos de estafio

(IV) con actividad biolégica importante ©.

En este contexto cabe mencionar que el grupo de investigacion del Dr.
Norberto Farfan Garcia ha sintetizado compuestos pentacoordinados
organometalicos de estafio, nombrados NK con posible aplicacion biolégica; por
cuestiones de confidencialidad no es posible mostrar la estructura molecular de

los compuestos.
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3.9. Ciclo Celular

El ciclo celular es constituido por una serie ordenada de acontecimientos
macromoleculares que llevan a la division celular y a la produccion de dos células
hijas, cada una de las cuales con cromosomas idénticos a los de la madre . Su
correcta ejecucion en un organismo como el hombre, contribuye a establecer en él
una integracion estructural y funcional adecuada para hacer frente a las
condiciones impuestas por el ambiente ©”. El control preciso de los
acontecimientos del ciclo celular asegura que la replicacién de sus cromosomas y
la segregaciéon a sus células hijas se produzcan en el orden apropiado y con una

fidelidad extraordinariamente alta ©9.

Para que la activacién celular se ponga en marcha es necesaria la accion
de cualquier estimulo culminando en el correcto funcionamiento de los procesos
del ciclo celular mediante reacciones de fosforilacion llevadas a cabo por un
conjunto especifico de proteincinasas, que se encuentran presentes durante todo
el ciclo celular, sin embargo, solo son activadas en momentos determinados del
ciclo. La activacién y desactivacion de estas cinasas depende de un segundo
grupo de componentes proteicos llamados ciclinas. Es por eso que las cinasas
encargadas de controlar el ciclo celular son llamadas proteincinasas dependientes

(38)

de ciclinas (CDK, cyclin-dependent protein kinases) Estas son moléculas
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heterodiméricas cuya funcién es fosforilar residuos de serina y treonina de

proteinas reguladoras especificas V.

Por otro lado las ciclinas son proteinas sintetizadas durante la interfase y
destruidas al final de la mitosis de cada ciclo celular, variando su concentracion a
lo largo de las diferentes fases @Y. El papel de las ciclinas es regular la
produccion de las cinasas, tanto en actividad como en especificidad de sustrato, al
igual que mantener el orden de los eventos del ciclo celular. De ahi, que cada

ciclina tenga una localizacion subcelular diferente ©9.

La presencia de ciclinas y de otras moléculas implicadas en la regulacion

del ciclo varia conforme avanza el ciclo (Figura 4).
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Figura 4: Regulacion del ciclo celular en eucariontes. Se muestras las fases del ciclo celular y

las ciclinas involucradas en cada una de ellas. (Imagen obtenida del Libro Biologia molecular
del gen. Ed. Médica Panamericana. 2008. pp. 154)
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3.9.1. Ciclinas

La ciclina D1 parece ser la responsable de establecer la decision de
entrada al ciclo celular actuando como sensor de factores de crecimiento “Y. La
ciclina D1 al formar un complejo con la CDK adecuada (4 6 6) activa la accién
cinasa de esta Ultima, cuyo sustrato principal es la proteina Rb
(Retinoblastoma)®”.  También es el regulador de la progresién del ciclo celular
de G1 a S “?, siendo la actividad del complejo ciclina D/CDK maxima en las

etapas temprana e intermedia de G1 ©9.

En general, el aumento en la expresion de ciclina D1 se asocia con un peor
prondstico en carcinoma de células escamosas de diferentes localizaciones como
cancer esofaringeo, cabeza, cuello, pancreatico, tiroides, pulmén @39
linfomas®?, estémago ©”, colon, mama, adenomas de la vesicula biliar,
polipulos adenomatosos de colon y en la hiperplasia ductal de la mama “®. Sin

embargo, en carcinoma cervical esta asociacidon no es tan clara porque la

expresion de ciclina D1 se encuentra disminuida debido a la accién del VPH @Y.

La ciclina A se asocia con dos quinasas: CDK2 y CDKL1. El complejo ciclina
A/CDK2 se requiere para la progresion de G1-S, mientras que el complejo ciclina

AICDK1 se requiere para la transicion G2-M ©9.

La ciclina A, que forma un
complejo con CDK1, fosforila a proteinas de la membrana nuclear ademas de

estabilizar a laciclina B®”. Alo largo de G2 va aumentando alcanzando un
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méximo en el momento de la fragmentacién nuclear 4.

La ciclina A, también se ha encontrado alterada en los cénceres de
adenocarcinoma de mama, rifién, pancreas, en melanoma, mesotelioma, en las
leucemias linfocitica aguda y mielocitica ©%, asi como también en carcinomas
hepatocelulares y su nivel de sobreexpresion, se relaciona con la agresividad de la

enfermedad ©7.

La ciclina B1 es clave en el paso de la fase G2 a la mitosis durante el ciclo
celular. Es necesaria para el inicio de la mitosis y por ello se incrementa durante

@3 La Ciclina B1 interactGia con

esta fase, para decaer bruscamente en la misma
CDK1 para formar un complejo conocido como el factor promotor de maduracién
(MPF), promoviendo la condensacion de cromosomas, la resolucion lamina

nuclear, y el montaje del huso mitético “®, paso fundamental para que el ntcleo

se disocie en vesiculas ®.

La ciclina B1 promueve la proliferacion, la motilidad, la migracion y la
capacidad de las células tumorales para atravesar los endotelios vasculares. Es
sobreexpresada por muchos tumores, entre los cuales estan el de pulmén ©,
cancer de cuello uterino, cancer gastrico, el cancer colorrectal, de cabeza y cuello
escamoso Yy su regulacion al alza esta estrechamente asociado con mal prondstico

en varios tipos de canceres incluyendo el cancer de mama “®.
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3.10. Apoptosis

La apoptosis es un proceso genéticamente programado que puede volverse
dafino si no esta controlado y no responde a los mecanismos homeostaticos. Esta
asociado a enfermedades como cancer, neurodegeneracion, autoinmunidad,
miocardiopatias y otras alteraciones del proceso inflamatorio inmune.
Recientemente, la despolarizacién del potencial de membrana mitocondrial, la
liberaciéon de citocromo C, asi como la activacion de proteasas especificas

conocidas como caspasas, juegan un papel critico en el proceso de apoptosis 7.

La apoptosis o muerte celular programada, es un proceso en el cual las

células se autodestruyen “®

, desencadenado por condiciones fisiolégicas o
patoldgicas que constituye un mecanismo para la eliminacién de células dafiadas,

la renovacion celular y del tejido “).

3.10.1 Caracterizacion

Se caracteriza por la condensacion o encogimiento de los componentes del
citoplasma, y condensacion de la cromatina que lleva a la formacién de cuerpos

apoptoticos, sin pérdida de ATP “7 49

generando fragmentos de aproximadamente
180 pares de bases, y por lo tanto el mantenimiento de una membrana plasmatica

intacta ®>*Y, que después son fagocitados por células vecinas sin generar proceso
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de inflamacién, ya que no se libera contenido intracelular en el medio extracelular.
Cuando hay suficiente energia para que se lleve a cabo la muerte celular sera por
apoptosis y si requiere energia sera por medio de necrosis “”. En la ausencia de
fagocitos, los cuerpos apoptéticos pueden proceder a la lisis o necrosis %Y.

En la Figura 5 se observan las diferencias morfolégicas entre apoptosis y
necrosis. Por lo general, se necesitan varias horas desde el inicio de la muerte
celular a la fragmentaciéon celular final, aunque el tiempo depende del tipo de

célula, el estimulo, y la via apoptética ©?.

NECROSIS

cambios mitocondriales rotura de membrana

=
cramatina intacta

Célula normal Célula edematosa reversible | Célula edematosa irreversible | Desintegracion celular

APOPTOSIS

Morfclogia mitacondrial Membranas intactas

- §P |, 0| @8,

Cambios nucleares Cuerpos apoptéticos
Celula normal Condensacion Fragmentacién Necrosis secundaria

Figura 5: Diferencias morfoldgicas entre Apoptosis y Necrosis. (Imagen obtenida de Bases
moleculares de la apoptosis. Academia Nacional de Farmacia. 2003)
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3.10.2. Iniciacién

Los procesos apoptoticos pueden ser activados bien, por una induccion
negativa o interna (intrinseca) como en la pérdida de una actividad supresora, la
falta de factores de crecimiento o la disminucién de los contactos con las células
que la rodean “® o bien por una induccién positiva o externa (extrinseca) por un
ligando unido a los receptores especificos de la membrana plasmatica. La
induccion positiva involucra ligandos que transducen una sefial, a esa porcion se
le llama dominio de muerte. La induccién negativa se produce por la pérdida de la
actividad supresora a cargo de una familia de proteinas especificas que se
relacionan con la mitocondria liberandose citocromo C que dispara la actividad de

las proteasas encargadas de ejecutar la apoptosis " (Figura 6) ©2).

Intrinseca

Extrinseca
Ligando de mueda
TNF, FaslL,

COCOERACH MR BOOCHACR RO THACH A HOC RO AT

AT P PPN PN T g 0

Bnml'Puma A -..

*@m

CETTTT LA

Terag,

Protedlisis
por muere
del sustrato

radiacion, guimioterapia

Figura 6: Via extrinseca e intrinseca paral a activacion de la apoptosis.
(Imagen obteniday editada de Inhibicién de la apoptosis de los linfocitos
como nueva forma de combatir enfermedades infecciosas graves. Revista
Quimica Viva. 2007)
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Las caspasas implicadas en la apoptosis pueden ser divididas en dos
subgrupos en funcion de su estructura y los aspectos temporales, cuya principal
funcién parece ser el procesamiento de citoquinas proinflamatorias y la muerte
celular ®V, estas se encuentran como procaspasas que deben cortarse para ser

activadas ©9.

Las caspasas iniciadoras (2, 8, 9, y 10) tienen largos predominios y son los
responsables principales de iniciar la activacion de la cascada de caspasas. La
activacion de éstas requiere la dimerizacion, que estd mediada por la union de sus
predominios al dominio efector de muerte. Después de la activacion las caspasas
iniciadoras se propagan sefiales de muerte mediante la activacion de las caspasas

efectoras en una forma de cascada ©Y.

3.10.3. Ejecucibén

Las caspasas efectoras (3, 6, y 7) generalmente contienen so6lo un
pequeiio predominio y son responsables para el desmantelamiento real de la
célula mediante la escision de sustratos celulares. Las caspasas efectoras se
convierten en su forma activa a través de la protedlisis. Las proteinas de
andamiaje de la envoltura nuclear, son encendidas por las caspasas efectoras, lo

que lleva a la contraccién nuclear y la fragmentacion ©V.
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Las sefales de muerte que conducen a la apoptosis son muy diversas entre
ellas, moléculas que se unen a receptores especificos en la superficie de la célula
y transmiten sefiales para iniciar el proceso apoptotico. Entre estos activadores de
muerte se encuentran el TNFa que se une al TNFR vy el ligando Fas (FasL)®?,
desencadenando la sefial luego de la unién del ligando a su receptor Fas. Este
receptor tiene una cola citoplasmica que cuando cambia su conformacion se une a
FADD (fas associated death domain proteins). FADD luego se une a procaspasa 8
donde es activada, e inicia una cascada proteolitica letal “”%9; a esta complejo se
le ha denominado DISC (complejo de sefializacion inductor de muerte) ®¥. Sin
embargo alternativamente, puede activar la cascada de caspasas indirectamente
por la via mitocondrial mediante el rompimiento de Bid, un miembro pro
apoptotico de la familia BCI-2, esto se logra cuando Bid se une a Bax de
membrana sirviendo como receptor y formadores de poros el cual se adhiere a la
membrana externa mitocondrial, favoreciendo la liberacién de citocromo C “*

5354589 |ogrando activar a la caspasa 9 que al igual que la caspasa 8, activan a las

caspasas ejecutoras ©?.

La activacién de la via mitocondrial es inducida por diversos estimulos de

n ©0 5 astrés oxidativo o

dafio a la integridad del ADN, por ejemplo radiacio
grandes cambios de la homeostasis celular ®®. El mecanismo intrinseco implica

la liberacion de factores apoptogénicos de la mitocondria como el citocromo C, el
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factor inductor de la  apoptosis (AIF), ATP, proteinas del shock calérico y las

proteinas Diablo/Smac “7.

3.10.4 BCI-2

Todos los miembros BCI-2 estan localizados en la membrana mitocondrial
externa. Son dimeros responsables de la permeabilidad de esta membrana, sea
en la forma de canal iénico o a través de la creacién de poros ©®. Tiene miembros

proapoptéticos (Bax, Bid y bad) como antiapoptéticos (BCI-2, BCl-x.) ©”

, que son
activados por la proteina supresora tumoral p53 ©, al igual que las proteinas
BH3, Noxa y PUMA. Cuando p53 se eleva y permanece elevada durante un
tiempo prolongado se desencadena la apoptosis por induccién de la expresiéon de
Bax, que se asocia con el complejo de poro mitocondrial de permeabilidad
transitoria (MPTPC) “® 53 quedando en libertad los factores antes mencionados.
El citocromo C junto con el ATP vy el factor activador de la proteasa apoptética
(Apaf-1) forman un complejo llamado apoptosoma, que regula la activacion de la
caspasa 9 que a su vez activara a las caspasas 3, 6 y 7 ®*¥, desencadenando la
cascada de caspasas y estas encendiendo el activador de fragmentacion de ADN.
La familia BCI 2 podra unirse a Apaf 1 para secuestrarla de la unién de la caspasa

y suprimir el proceso de apoptosis ¢ 4%,
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3.10.5. Caspasas

Durante la apoptosis se presentan profundos cambios en las células que
son mediados, en gran parte, por las caspasas. Las procaspasas son una familia
de cistein-proteasas que se encuentran como moléculas precursoras inactivas que
al recibir la sefial apoptogénica sufren un rompimiento proteolitico y dan lugar a
dos subunidades que constituyen la enzima activa o caspasa. Las procaspasas
constan de un prodominio N-terminal y dos subunidades, una grande p20 y otra
pequeiia pl0 (55). El prodominio largo contiene el dominio efector de muerte
(DED) o el dominio de reclutamiento de las caspasas (CARD). DED y CARD

pertenecientes a la superfamilia de los dominios de muerte ©,

Las procaspasas desempefian papeles criticos en diversas fases de la
apoptosis como la fragmentacion de ADN, son una serie de sustratos de la
caspasa que estan implicados en la reparacion del ADN y la replicacion. Alguno
de ellos son el DFF (DNA fragmentation factor) 40 y CAD (caspase-activated
DNase). Ambas proteinas son constitutivamente presente en forma de
heterodimeros con proteinas inhibidoras DFF45 e inhibidor de CAD (ICAD). Al
activarse, DFF40 y CAD son capaces de fragmentar ADN junto con un gran
ndmero de otras endonucleasas que participan en la apoptosis ®*°Y. La activacion
de CAD se produce a través de la escision de ICAD mediada por la caspasa 3,
asi, la célula pierde su forma probablemente causada por la escision de las

proteinas del citoesqueleto , tales como fodrina, la gelsolina y la actina ©V.
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Otra proteina mitocondrial que da lugar a apoptosis independiente a la via
de caspasas es AIF (Factor inductor de apoptosis), produciendo principalmente

condensacién de la cromatina nuclear y fragmentacién de ADN ©3 %7,

Otras proteinas mitocondriales que interviene en este mecanismo de
muerte celular, a través de regulacibn de caspasas, es Smac/DIABLO vy
Omi/HtrA2. Sus efectos apoptéticos los ejercen a través de la activacion de
caspasas por la inhibicion de una familia de proteinas inhibidoras de apoptosis,
conocidas como IAP ®”. Existen unos cinco miembros de esta familia: clAP1,
clAP2, XIAP, NAIP y survivina ®**®. La IAP1 y 2 inhiben la activacién de las
caspasas efectoras (3, 7) y la caspasa ejecutora (9). La XIAP inhibe también la
accion de la caspasa 3. Sin embargo, estas proteinas no son efectivas en la
prevencion de la actividad de las caspasas asociados con los receptores de
muerte, tales como la caspasa 2 y 8. EIl inhibidor de Ila caspasa 8 se ha

identificado como FLIP, que evita la apoptosis mediante la unién a la DISC “7.

De esta forma la célula es protegida de eventuales activaciones
inespecificas de estimulos por debajo del umbral apoptético y mantienen en
estado latente a las procaspasas ©®, mediante el funcionamiento fisiolégico
normal, incluyendo la prevencion de hinchazén mitocondrial y rotura, y

mantenimiento del metabolismo mitocondrial 7.
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3.10.6. Deteccidén de apoptosis

La deteccidon de apoptosis ha adquirido gran importancia en el area del cancer,
ya que puede ser (til para conocen el mecanismo de accién de farmacos,

mecanismos asociados a la naturaleza de la enfermedad, entre otros "

Se ha clasificado los métodos de deteccidon de apoptosis en: 1) alteraciones
morfolégicas; 2) fragmentacion de ADN; 3) deteccidn de caspasas; 4) alteraciones

de membrana; y 5) ensayos mitocondriales ©9.

1) Para determinar estos cambios en la célula apoptética se pueden utilizar
tanto la microscopia de luz (campo claro, fluorescencia), como la microscopia
electronica. Por medio de la microscopia de luz se pueden apreciar cambios en la
organizacion celular, tales como la condensacion de la cromatina o la aparicion de
cuerpos apoptoticos y para apreciar alteraciones celulares como cambios en
microvellosidades, asi como alteraciones mitocondriales o del reticulo

endoplasmico es necesario recurrir a la microscopia electrénica®®.

2) La fragmentacion de ADN en una célula apoptética se puede detectar
mediante extraccion de ADN y separacidon mediante electroforesis en gel de
agarosa. Se ha establecido que se deben observar bandas de tamafio aproximado
de 180 a 200 pares de bases. Se utilizan marcadores para pruebas fluorométricas

como: 7- aminoactinomicina D, naranja de acridina, diamidino fenil indol, etidio
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mono-acido y bromuro de etidio. Uno de los ensayos historicamente significativos
es el denominado Tunel, el cual es implementado para determinar los fragmentos
de ADN cortados por la acciéon de endonucleasas, marcandolos colorimétrica o
fluorescentemente mediante un proceso enzimético, y visualizdndolos en

microscopio de luz, de fluorescencia o citémetro de flujo ©.

3) La activacion de la caspasa 3 se utiliza como marcador temprano de la
apoptosis. Este tipo de marcadores es de gran importancia, ya que la deteccion

de apoptosis in vivo por métodos que detectan la degradacion de DNA ©8),

4) Otro evento temprano presente en la apoptosis es la pérdida de la simetria
de la membrana citoplasmatica. Es bien sabido que la apoptosis es un proceso de
muerte en el que la integridad de la membrana se mantiene, lo cual significa que la
caracteristica de ser semipermeable est4 presente, sin embargo se presentan
cambios en su simetria. Al agregar anexina V la cual es una molécula que no es
capaz de difundir a través de la membrana, y que tiene una alta afinidad por la
fosfatidil serina, por lo que aquellas células que se encuentran marcadas con
anexina V, seran aquellas que se encuentran en apoptosis. La deteccién de
anexina V se puede acompafar de una tincién con yoduro de propidio, lo cual nos
permite saber si la integridad de la membrana se ha perdido. Esto permite conocer
si la célula se encuentra en una etapa temprana de la muerte celular, o si se
encuentra en una etapa tardia en la cual ya se encuentra presente la necrosis

secundaria ©®.
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5) Se ha registrado que, en lo que concierne a esta via, se puede determinar la
transicion de permeabilidad mitocondrial, el estado de oxidorreduccion, la actividad
metabdlica mitocondrial, la liberacién de citocromo c, proteinas reguladoras pro o
anti-apoptoéticas, entre otros factores. Se sabe que la pérdida de potencial
transmembranal mitocondrial puede ser evaluada en citometria de flujo utilizando

fluorocromos lipofilicos catiénicos permeables ©9.

3.10.7. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica (IHQ) se refiere al proceso en el que se usan
anticuerpos para detectar antigenos en una muestra biolégica. Utilizando la union
especifica de los anticuerpos con los antigenos, es posible localizar y visualizar
dichos antigenos diana en las muestras gracias a los anticuerpos especificos
marcados con fluoréforos o enzimas, siendo estas Ultimas las mas utilizadas en

IHQ®?.

La IHQ utiliza como marcadores enzimas capaces de hacer cambiar de
color un sustrato incoloro. Las enzimas mas utilizadas son peroxidasa y fosfatasa
alcalina y los sustratos diaminobenzidina. Estos marcadores pueden unirse
directamente al anticuerpo primario o bien indirectamente mediante anticuerpos

secundarios biotilinados ©V.
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La inmunohistoquimica permite una localizacibn mas precisa de las
reacciones, ya que la tinciébn es permanente, estable, puede contrastarse y puede
ser evaluada con microscopio de luz. El material asi estudiado puede archivarse
por afios sin pérdida de la intensidad de la reaccion. La inmunohistoquimica tiene
utiidad diagnostica en identificacion de diferenciacion y de marcadores

pronésticos de neoplasias (marcadores tumorales)®V.

3.10.8. Reaccion de TUNEL

La reaccion de TUNEL (TdT-mediated dUTP —biotin nick end —labeling), que
se fundamenta en el marcaje de los terminales 3-OH de fragmentos
oligonucleosémicos del DNA y que pueden ser identificados por
inmunohistoquimica mediante la incorporacion de trifosfatos de nucledsidos
marcados con fluoresceina incorporado que es detectado por el anticuerpo anti-
fluoresceina fragmento Fab de ovejas, conjugados con peroxidasa después de la
reaccion del sustrato, las células tefiidas se analizaron bajo microscopio de luz ¢
%3, El ensayo de TUNEL, es de los métodos que resultan mas confiables ©®,

directo y selectivo para detectar la fragmentacion del ADN, que es una

caracteristica de la apoptosis, o muerte celular programada ©*°.
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El cancer es un problema de salud publica que afecta a pacientes y
familiares, buscando para el paciente oncoldgico una mejor calidad de vida. Dado
que las personas viven mas afos, el riesgo de contraer esta enfermedad se
encuentra en aumento. La meta ideal terapéutica del cancer es acabar con él de
manera inocua. Dentro de esta meta se involucra encontrar un farmaco que pueda
activar la muerte celular selectiva de las células neoplasicas, sin dafar las células

normales.

Los tratamientos contra las enfermedades neoplasicas son variados y
presentan en su mayoria dificiles efectos secundarios. Una gran problematica
dentro del tratamiento contra el céancer es la resistencia a medicamentos
antineoplasicos, por tal motivo el propésito del presente trabajo es evaluar la
posible actividad biolégica de los compuestos organoestafiosos junto con
farmacos comerciales, en la viabilidad de lineas celulares tumorales
humanas de diferentes tipos de cancer que afecta de manera importante a la
poblacion de nuestro pais y con ello encontrar nuevos farmacos
antineoplasicos que reduzca los efectos secundarios y la madaltiple

resistencia.
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Los compuestos pentacoordinados organometalicos de estafio NK-58 y NK-
88 provocaran una disminucién en la proliferacién celular de las lineas tumorales
humanas PC-3 (adenocarcinoma prostatico), HeLa (carcinoma de cuello uterino),
MCF-7 (adenocarcinoma de mama) y HCT-15 (carcinoma colon rectal), e induciran
apoptosis mediante el marcaje de ADN fragmentado, al igual que una disminucién

de las ciclinas D1, Ay B1 sobreexpresadas en diversos canceres.
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Objetivo General

¢ Determinar el efecto citotoxico de los compuestos pentacoordinados
organometalicos de estafio NK-58 y NK-88, en la viabilidad de las lineas

celulares tumorales humanas MCF-7, HeLa, HCT-15y PC-3

Objetivos particulares

¢ Determinar la concentracion inhibitoria para disminuir al 50% la proliferacion
de las células cultivadas (Cl 50) de cada linea tumoral humana tratadas
con los compuestos NK-58 y NK-88.

¢ Evaluar la expresion de las Ciclinas D1, A y Bl en las células tumorales
trabajadas, en contacto con los compuestos NK-58 y NK-88.

¢ Determinar si los compuestos NK-58 y NK-88 provocan la muerte celular

por apoptosis.
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Las lineas celulares tumorales trabajadas fueron:
MCF-7: Linea celular derivada de adenocarcinoma mamario humano (acrénimo
de Michigan Cancer Foundation)
HelLa: Linea celular derivada de carcinoma de cuello uterino estadio IVB
(acrénimo He*nrietta* La*cks*).
PC-3: Linea celular derivada de adenocarcinoma prostéatico grado IV.
HCT-15: Linea celular derivada de carcinoma colono rectal.

Compuestos trabajados:

Compuestos pentacoordinados organometalicos de estafio (IV) llamados NK-58 y
NK-88

7.1. Cultivo Celular

7.1.1. Descongelacion de células

Descongelar rapidamente las células contenidas en el criotubo, agitando suavemente
hasta quedar descongelado.

v

Quitar exceso de DMSO (dimetilsulféxido) con 9 mL de la solucion de lavado (PBS) y
centrifugar a 1500 rpm durante 5 min. Todo en campanas de flujo laminar.

v

Aspirar sobrenadante, resuspender el boton con 1 mL de medio suplementado RPMI-
1640/DMEM con SFB al 10%, antibiéticos y aminoacidos al 1%. Hacer conteo celular.
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7.1.2 Viabilidad celular con Azul de Tripano

Para realizar el conteo, mezclar 50 pL de azul de Tripano al 0.4% y 50 pL de las células
suspendidas con anterioridad y colocar 9 uL de la mezcla en la camara de Neubauer.

v

Colocar la cdmara sobre el microscopio, y determinar la viabilidad celular, contando las
células tefidas de azul (muertas) y las transltcidas (vivas).

v

%Viabilidad = (nUmero de células vivas/ total de células contadas) x 100
(No tefnidas) (Tenidas v no tefidas)

v

Una vez contadas, sembrar aproximadamente 3 x 10° células y cambiar el medio
después de 1h. Mantener las células en cAmara humeda a 37 °C y con 5% de COa,
hasta llegar a confluencia (células en monocapa). Cambiar medio cada dos dias.

v

Al llegar a confluencia, agregar 2-3 mL de Tripsina- EDTA al 0.25% para disgregar las
células agitando suavemente.

v

Para detener la reaccidén de Tripsina se agrega 4-5 mL de medio de lavado, se
centrifuga a 1500 rpm durante 5 min., aspirar sobrenadante y resuspender el boton en
1mL de medio suplementado.

v

Realizar el conteo celular como se describié anteriormente y preparar una dilucion
celular de 10° células/mL
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7. METODOLOGIA

7.2. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Células en suspension. Microplacas de 96 pozos

}

Agregar 100 pL de medio suplementado y 2x10* células por pozo. Dejar proliferar por
24 h en camara humeda a 37 °C y con 5% de CO,

!

Después de 24 h, aspirar y colocar 100 pL de medio suplementado al pozo que servira
como blanco y 90 pL de medio suplementado mas los 10 pL de los compuestos NK-
58 y NK-88 a 0.01, 0.1, 1 y 10 pg/mL a los demas pozos.

|

Dejar incubar por 24 h y 48 h en camara humeda a 37°C y 5% de CO»

!

Fijar las células con 100 pL de &cido Tricloroacético (TCA) al 10% durante una hora a
4°C

|

Tedir con 50 pL de sulforrodamina B (SRB) al 0.4 % (con acido acético al 1%) durante
30 min. y lavar 4 veces con acido acético al 1 % . Dejar secar a temperatura ambiente.

|

Agregar 100 pL de Tris base (para solubilizar el colorante) 10 mM (pH 10.5) durante 5
min. Con agitacion suave y leer en el espectrofotdmetro a 564 nm.
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7.3. Congelacion celular

Al llegar a confluencia, agregar 2-3 mL de Tripsina- EDTA al 0.25% para disgregar las
células agitando suavemente.

v

Para detener la reaccidén de Tripsina se agrega 4-5 mL de medio de lavado, se
centrifuga a 1500 rpm durante 5 min., aspirar sobrenadante y resuspender el boton
en 1mL de medio suplementado.

v

Determinar la viabilidad celular con azul Tripano, si la viabilidad es muy baja no
continuar.

v

Resuspender las células en el medio de cultivo de congelacion a una concentracion de
1.5-3 X 10° células/ mL.

v

Rotular los crioviales con: Tipo de células, fecha, concentracion y nombre de quien
congeld. Almacenarlos en nitrégeno liquido (-=190°C).
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7.4. INMUNOCITOQUIMICA

Fijar con 95 mL de alcohol etilico, 5 mL de &cido acético glacial y 5 mL de agua
destilada, durante 30 min. a temperatura ambiente.

v

Rehidratar empleando alcohol etilico a diferentes concentraciones (100%, 96%, 70%,
50%) y agua.

v

Recuperacion antigénica con citrato de sodio 0.1 M, pH 6 con Tween 20 al 0.1 % en
olla de presion a 121 °C, 15 Ib, 10 min. y dejar enfriar a temperatura ambiente.

v
Adicionar peréxido de hidrogeno al 10% a las muestras durante 5 minutos.
v
Lavar con Tris buffer con Tween 20, pH 7.2-7.6 por 5 min.
v

Adicionar el anticuerpo primario a la concentracion indicada, incubar 30 min. a
temperatura ambiente.

v

Lavar con Tris buffer con Tween 20, pH7.2-7.6 por 5 min.

v

Adicionar el anticuerpo secundario biotinilado (solucién amarilla), incubar 15 min. a
temperatura ambiente.

v

Lavar con Tris buffer con Tween 20, pH7.2-7.6 por 5 min.

v

Adicionar la estreptavidina conjugada con peroxidasa (frasco con solucién roja),
incubar 15 min. a temperatura ambiente.

v

Lavar con Tris buffer con Tween 20, pH7.2-7.6 por 5 min.

v

Adicionar la solucion de sustrato (Diaminobencidina) durante 5 min.

v

Lavar con Tris buffer con Tween 20, pH7.2-7.6 por 5 min.

v

Analizar las muestras en el microscopio optico
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7.5. ENSAYO DE TUNEL

Células en monocapa. Extendido celular en portaobjetos

v

Fijar con 95 mL de alcohol etilico, 5 mL de &cido acético glacial y 5 mL de agua
destilada, durante 30 min. a temperatura ambiente.

v

Rehidratar empleando alcohol etilico a diferentes concentraciones (100%, 96%,
70%, 50%) y agua.

v

Recuperacion antigénica con citrato de sodio 0.1 M, pH=6 con Tween 20 al 0.1 % en
olla de presion a 121 °C, 15 Ib, 10 min.

v

Adicionar perdxido de Hidrégeno al 10% a las muestras durante 5 minutos.

v

Lavar con Tris buffer con Tween 20, pH 7.2-7.6 por 5 min.

v

Adicionar la reaccion de TUNEL e incubar a 37°C por 60 min. en camara hiumeda y
en la oscuridad. Preparacion: Remover 450 pL del vial con tapa morada, adicionar
un volumen de 50 pL de la solucion del vial con tapa azul. Obteniendo un total de
500 pL del reactivo preparado.

v

Lavar con Tris buffer con Tween 20, pH7.2-7.6 por 5 min.

v

Adicionar el convertidor POD e incubar a 37°C durante 30 min.

v

Lavar con Tris buffer con Tween 20, pH7.2-7.6 por 5 min.

v

Adicionar la solucion de sustrato (Diaminobencidina) durante 5 min.

v

Lavar con Tris buffer con Tween 20, pH7.2-7.6 por 5 min.

v

Andlisis de las muestras en el microscopio 6ptico
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8. RESULTADOS

8.1. Efecto citotéxico sobre lineas celulares tumorales humanas

Se determiné el efecto citotoxico de los compuestos organometalicos de
estafio NK-58 y NK-88 presentan efectos citotoxicos sobre las lineas celulares
tumorales humanas HelLa, HCT-15, PC-3 y MCF-7 empleando el cis-platino como

control positivo, a las siguientes concentraciones 0.01, 0.1, 1, 10 pg/mL.

120 == NK-58 24h
3 100 = NK-58 48h
=
2 80 —4—NK-88 24h
© 60
S =3¢=NK-88 48h
S 40 is Plati
== Cis Platino 24h
20 —@—Cis Platino 48h
0 . ' '
0.01 0.1 1 10

Concentracion pg/mL

Gréfica 1: Efecto Citotoxico de los compuestos NK-58, NK-88 y cis platino sobre
la linea celular HCT-15, expuesta durante 24h y 48h a cada compuesto.

En la gréfica 1 se muestran los resultados obtenidos para ambos
compuestos sobe la linea celular HCT-15, teniendo un porcentaje de viabilidad
menor que el control positivo (cis-platino), observandose mucho mejor esta

tendencia a 48h. El compuesto con mayor actividad es el NK-58 a 24h y 48h.
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Gréfica 2: Efecto Citotoxico de los compuestos NK-58, NK-88 y cis-platino sobre
la linea celular PC-3 expuesta durante 24h y 48h a cada compuesto.

En la gréfica 2 se muestra que ambos compuestos organometélicos de
estafio, tuvieron una respuesta citotdéxica mayor que el cis-platino, y que, de igual
manera se observa un mayor efecto a las 48h que a 24 horas. Se observa

nuevamente que el compuesto NK-58 tiene un buen efecto antiproliferativo a las

24h.
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MCF-7
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Gréfica 3: Efecto Citotoxico de los compuestos NK-58, NK-88 y cis-platino sobre

lalinea celular MCF-7 expuestos durante 24h y 48h a cada compuesto.

En la gréfica 3 se observa que los compuestos NK-58 y NK-88 presentan un

mayor efecto citotoxico que el control positivo, habiendo una mayor muerte celular

a 48h que a 24h. El mayor efecto de muerte celular se le atribuye al NK-58 con un

buen efecto desde las 24h de exposicion.
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Grafica 4: Efecto Citotoxico de los compuestos NK-58, NK-88 y cis-platino sobre
lalinea celular HeLa expuestos durante 24h y 48h a cada compuesto.

En todas las lineas trabajadas se encontré que los compuestos tuvieron una
mayor actividad citotoxica con respecto al control y HelLa no fue la excepcion,
habiendo una mayor actividad en el compuesto NK-58 a 24h y 48h que en el NK-

88, ya que su mayor actividad se encontr6 a 48h con una concentracién de 10

pg/mL.
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Una vez que se demostrd que los compuestos tienen actividad citotoxica
sobre las diferentes lineas celulares tumorales humanas, se procedio a determinar
la concentracion inhibitoria a la cual se muere el cincuenta por ciento de la
poblacion celular (CI-50), esta fue calculada para cada linea celular y a diferentes
tiempos (Tabla 6) a partir de un programa estadistico PROBIT SPSS (Statistical

Package for the Social Sciences).

Tabla 6. Efecto antiproliferativo de compuestos pentacoordinados organometalicos de estafio (CI50)

2.02 4.58 8.212 18.6 2.687 6.09 5.651 12.8
48h 0.791 1.79 0.878 1.99 1 2.27 1.341 3.04

24h 6.261 10.518 9.226  15.49 9.277 15.5 17.606 29.57
48h 5.088 8.547 3.43 5.76 4.435 7.45 3.152 5.295
24h 19.692 65.3 36.073 >100 24.368 80.9 >100 >100
48h 5.761 19.1 2.995 9.94 6.249 20.75 6.308 20.94
En latabla se muestra la concentracion ala cual se inhibe el 50% de la proliferacién celular tratados

con los compuestos NK-58, NK-88 y cis-platino expuestos a cada linea tumoral trabajada a diferentes
tiempos.
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Grafica 5: Concentracion inhibitoria 50 de los compuestos NK-58, NK-88y cis-platino sobre
lalinea celular HelLa, PC-3, MCF-7 y HCT-15 expuestos durante 24h y 48h a cada compuesto.

Con respecto a los resultados obtenidos se observa que el porcentaje de
viabilidad de las células es dependiente de la concentracién de los compuestos
objeto de estudio. Los datos exponen que los compuestos NK-58 y NK-88 tienen
mejor efecto antiproliferativo sobre las cuatro lineas celulares, que el compuesto

utilizado como control positivo tanto a 24h como a 48h.

Observando lo que muestra la Tabla 6 y la grafica 5 podemos decir que
para todas las lineas celulares utilizadas el compuesto que requiere una menor
concentracion para inhibir el crecimiento del cincuenta por ciento de la poblacién

es el NK-58 a 24 y 48h.
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Ambos compuestos lograron inhibir el cincuenta por ciento de la poblacion
celular a dosis menores de 20ug/mL teniendo una mejor accion sobre cada linea

celular que el compuesto utilizado como referencia.

8.2. Expresién de ciclinas por acciéon de compuestos organometalicos de
estafio sobre lineas celulares tumorales humanas

Los compuestos organometélicos de estafio dieron como evidencia la
disminucién del numero celular sobre las lineas celulares trabajadas. Tal
disminucién pudo deberse a algun efecto sobre el ciclo celular, por este motivo las
lineas celulares HCT-15, PC-3, MCF-7 y Hela, fueron expuestas ante los
compuestos NK-58, NK-88 y cis platino, para observar la expresion de diversas
ciclinas. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 7, 8, 9 y gréficas 6,7,

8.

Tabla 7. Expresién de la Ciclina D1sobre lineas celulares tratadas con diferentes compuestos.

Linea celular
Com Hela
puesto agl_/ ctro-| 01| 1 | 10 |ctro-| 01| 1 | 10 |ctro-| 01| 1 | 10 |ctro-| 01 | 1 | 10
NK-58 % | 50 |50 30| 20 | 40 | 20 | 15 | 20| 90 | 80 | 60 | 30 | 50 | 40 | 20 | 15
inten] 3H) [BH |G| BH) | @) [@H)|@E@H)|an]| G+ | @BH | @Y | @Y B | BH) | B+ | (B+)
NK-88 % | 80 |60 | 30| 20 | 40 | 40 | 30 | 30| 80 | 80 | 60 | 20 | 60 | 50 | 40 | 30
inten| 3%) |@H| @Y | G | @Y | @Y | @) || @Y | @Y |EH|ED] @) | @] @) |6
Cis- % | 80 |60 | 40 | 20 | 80 | 70 | 50 | 20 | 50 | 50 | 30 | 20 | 50 | 40 | 30 | 10

Platino | inten | (3+) [(B+) | (3+) | (3+) | (3+) | B+) | (BH) [ BH) | (B+) | (B4) | B+) | BH) | B+) | B+) | (3+) | (24)

La tabla muestra los resultados obtenidos de lainmunocitoquimica, donde nos dice la concentracion
de cada compuesto sobre cada linea celular, el porcentaje de expresion de la ciclina D1y la intensidad
con la cual ocurrio dicha expresion.
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Gréfica 6: Expresion de Ciclina D1 sobre lineas celulares tumorales tratadas con
el compuesto NK-58, NK-88y cis -platino

Con respecto a los resultados de la Tabla 7 y la grafica 6, podemos decir
que la intensidad de expresion de la Ciclina D1 fue de 3+ excepto para la linea
HCT-15 tratada con el compuesto NK-58 que presenta una intensidad de 2+. La
expresion de la Ciclina D1 disminuy6é conforme aumentd la concentracién de los

compuestos de prueba.

En las lineas celulares MCF-7 y HCT-15 hay una disminucion de la ciclina
D1 cuando fueron tratadas con cis-platino (control positivo) que al ser tratadas
con los compuestos NK-58 y NK-88. En todos los casos conforme aumentaba la

concentracion del compuesto la expresion de la Ciclina D1 disminuye.
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Tabla 8. Expresioén de la Ciclina A sobre lineas celulares tratadas con diferentes compuestos

Linea celular

Com HelLa
puesto

%gL/ ctro-| 01 | 1 | 10 |ctro-| 02| 2 | 20 |ctro-| 01 | 1 | 10 |ctro-| 02 | 1 | 10

NK-58 % 50 50 30 20 70 60 30 15 60 60 50 20 40 40 30 20
inten | (34) |34 |39 | )| B9 [ @Y @) | @) E) @[ |@)[@) @] ey e

% | 70 | 70 | 50 | 20 | 70 | 60 | 50 | 20 | 80 | 60 | 50 [ 10 | 50 | 40 | 30 | 10
inten ] (3+) | (3+) | (34) | BH) | BH) | BH) | BH) [ BH) | BH) | BH) | B |BH ] B | B | B | ()

NK-88

Cis- % | so | 70 | 60 | 50 | 80 | 60 | 30 | 20 | 80 | 60 | 50 [ 30 | 50 | 40 | 20 | 15
Platino [inten| (3+) | (3+) | (3+) | (3+) | (3+) | (3+) | (3+) | B3+) ] (3*) [ (B+) | (3+) | (3+) | (3%) | (3+) | (3+) | (3%)

La tabla muestra los resultados obtenidos de lainmunocitoquimica, donde nos dice la concentracién
de cada compuesto sobre cada linea celular, el porcentaje de expresion de la ciclina Ay laintensidad
con la cual ocurrio dicha expresion.

CiclinaA

80 -

RO -
70
60 mPC-3
50 mHCT-15
a0 -
30 mHela
20 1 B MCF-7
10 “ I]
oD -

10

Ctrol-0.1 1 10 Ctrol-0.1 1 Ctrol-0.1 1 10

ME-58 ME-B8 Cis-Platino
Concentracion pg/mL

% Expresion de Ciclina &

Grafica 7: Expresion de Ciclina A en lineas celulares tumorales humanas tratadas
con los compuestos NK-58, NK-88 y cis -platino

Los resultados mostrados en la tabla 8 y la grafica 7 evidencian que la
intensidad de expresion de la Ciclina A para la mayoria de las lineas celulares fue
de 3+ excepto para las lineas HCT-15 y MCF-7 tratadas con el compuesto NK-
58, que presenta una intensidad de 2+. La expresion de la Ciclina A disminuyd
conforme aumenté la concentracion de los compuestos trabajados en todos los
casos. La intensidad de la expresion de la Ciclina A fue mayor en las lineas MCF-

7, PC-3 y Hela tratadas con NK-88 e igual en HCT-15, para ambos compuestos.
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Tabla 9: Expresion de la Ciclina B1 sobre lineas celulares tratadas con diferentes compuestos.

Linea celular

Com HelLa
puesto

%gL/ ctro-| 02 | 1 | 10 |ctro-{ 01 | 1 | 10 |ctro-| 02| 2 | 10 |ctro-| 01 | 1 | 10

% | 60 | 50 | 25 | 16 | 40 | 40 | 20 | 15 | 50 | 50 | 20 | 15 | 50 | 50 | 20 | 15
inten] (3+) | 34) | (@) | @) ] @) @) | @) [ @) | @) | @) [ (IH | AH ] B |G | @) | )

NK-58

% | 80 | 60 | 40 | 20 | 60 | 50 | 30 | 20 | 50 | 30 | 20 | 10 | 80 | 60 | 30 | 20
inten ] (3+) | 34) | 34) [ @H) ]| BH) [(B+) | BH) [ GH | BH) [BH [BH [ BH] B | B4 | B4 | BH)

NK-88

Cis- % | 80 | 80 | 40 | 20 | 50 | 50 | 20 | 10 | 60 | 50 | 30 | 20 | 70 | 50 | 40 | 20
Platino [inten| (3+) | (3+) | (3+) | 3*) | (2%) | (%) | (%) [ (24) | (%) [ (%) | (24) | (2+) | (3+) | (3+) | (3+) | (3%)

La tabla muestra los resultados obtenidos de lainmunocitoquimica, donde nos dice la concentracion
de cada compuesto sobre cada linea celular, el porcentaje de expresion de la ciclinaBly la intensidad
con la cual ocurrio dicha expresion.

Ciclina B1
90
= 80 -
270
£ 50 - mPC-3
et 50
2 B HCT-15
= 40
E 30 - B Hela
.E' 20 B MCF-7
20 “ H Il
|:| -
Ctrol-0.1 1 Ctrol- 0.1 1 Ctrol-0.1 1
Cis Platino ME-88 ME-28
Concentracion pg/mlL

Gréafica 8: Expresion de ciclina B1 sobre lineas celulares tumorales humanas
tratadas con los compuestos NK-58, NK-88 y cis-platino.

Con respecto a los resultados de la Tabla 9 y la grafica 8 podemos decir
gue la expresion de la Ciclina B1 fue variada, donde se contempla que las lineas
tratadas con NK- 58 tienen intensidades de 3+, 2+, y 1+ . Las lineas tratadas
con NK-88 tuvieron una intensidad de 3+ y de los controles las lineas que

presentaron intensidades de 2+ fueron HCT-15 y Hela. Entodas las lineas
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celulares tumorales tratadas con NK-58 y NK-88 se observa disminuida la

expresion de Ciclina B1.

. ‘:-7_ ' ., ¢
i% - - -l

Imagen_lz Inmunocitoquimica de la Linea celular tumoral PC-3 tratada con cis platino (control
positivo) y el compuesto NK-88 a una concentracion de 1 pg/mL.

En la Imagen 1 se observan fotografias de la inmunocitoquimica realizada,
para dar una muestra de cOmo se observan las células positivas o negativas al
microscopio ante la presencia de diversas Ciclinas. Las imagenes fueron tomadas

de la linea celular PC-3.

En el primer recuadro observamos el control negativo, células a las cuales
no se les realizd ningun tratamiento, percibiendo que la cantidad de células que se
encuentran es mayor, al igual que el porcentaje de células positivas (células color
café). En la segunda imagen se puede ver que la cantidad de células totales
disminuye al igual que el porcentaje de células positivas en las células tratadas
con cis-platino a una concentracion de 1 pg/mL. La tercera imagen, es similar a la

segunda solo que estas células fueron tratadas con el compuesto NK-88.
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8.3. Expresion de apoptosis en lineas celulares tumorales humanas tratadas
con compuestos organometalicos de estafio

A razon de saber si los compuestos pentacoordinados organometalicos de
estafio NK-58 y NK-88 inducen muerte celular por apoptosis y usando como
control positivo al cis-platino, se procedio a tratar a las lineas celulares HCT-15,

PC-3, MCF-7 y HeLa con los compuestos antes mencionados.

Se realizé la técnica de TUNEL (TdT-mediated dUTP —biotin nick end —
labeling), ya que es un método directo y selectivo para detectar la fragmentacion

del ADN, que es una caracteristica de la apoptosis ¢34,

Durante la apoptosis las endonucleasas nucleares dividen al ADN en
fragmentos de aproximadamente 180 pb, hecho que favorece esta técnica. En
este ensayo, una enzima conocida como desoxinucleotidil transferasa terminal
(TdT) identifica mellas o puntos de fragmentacion en el ADN de la muestra y
cataliza la adicion de nucledtidos dUTP que se han marcado previamente, para la

deteccion posterior ¢V,

Con esta técnica se evaluaron los compuestos NK-58 y NK-88, dando los

resultados que se observan en la tabla 10 y gréfica 8.
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Tabla 10 : Expresion de Apoptosis en lineas celulares tratadas con diferentes compuestos.

Linea celular

Com HelLa
puesto

%gL/ Ctro-| 01 | 1 | 10 |ctro-| 01| 2 | 20 |ctro-{ 01| 2 | 10 |ctro-| 02 | 1 | 10

% | 20 | 30 | 40 | 50 | 20 | 40 | 40 | 50 | 15 | 30 | 40 | 60 | 20 | 40 | 50 | 50
inten| (3+) | 3+) | (34) | BH) | B4) | BH) | (BH) | BH | BGH) | (BH) | BGH) [ @H) ] B | BH) | (B+) | B)

NK-58

NK-88 % 30 40 40 50 20 40 50 50 20 30 50 50 10 40 50 60
inten| 34) |39 | @) @) ] G |@Y[E)[EY] 6 | @) [E)|e)]6) | @) e)]| e

Cis- % 20 30 30 40 10 30 40 50 10 20 30 40 30 40 40 50
Platino |inten]| (3+) | (2+) | 2+) | 2+) | B+) | B+) | B+) | 2+) | B+) | 2+) | 2+) | 2+) | (3+) | (B+) | (2+) | (2+)

La tabla muestra los resultados obtenidos de lainmunocitoquimica, donde nos dice la concentracion
de cada compuesto sobre cada linea celular, el porcentaje de expresiéon de lareaccién de TUNEL y la
intensidad con la cual ocurrio dicha expresion.

Apoptosis
70 4
60
50
a mPC-3
240
£ BHCT-15
g
< 30 B Hela
ES
W MCF-7
20 A
10
o -
Bco 0.1 1 10 Bco 0.1 1 10 Bco 0.1 1 10
Cis Platino NK-58 NK-88
Concentracion pg/mL

Grafica 9: Expresion de Apoptosis sobre lineas celulares tumorales humanas tratadas
con NK-58, NK-88 y cis-platino

Con respecto a los resultados obtenidos (tabla 10 y gréafica 9) se observa
gue la expresion de positividad que interpretamos como aumento de apoptosis es
sobreexpresada en todas las lineas celulares tratadas con los compuestos NK-58,
NK-88 y cis-platino, siendo directamente proporcional a la concentracién. En las
lineas MCF-7, PC-3 y HelLa se observa mayor porcentaje de expresion en ambos

compuestos con respecto al control, mientras en la linea celular HCT-15 el que

Facultad de Quimica, UNAM 67



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

8. RESULTADOS

tiene mayor porcentaje de apoptosis es el control. La intensidad en la expresion
del ADN fragmentado (3+) es mayor en el compuesto NK-58 que en el NK-88,
pero ambos tienen mayor intensidad, que el control positivo ya que en él

predomina una intensidad de 2+.

Imagen 2 : Inmunocitoquimica de la linea celular tumoral HeLa tratada con cis-platino (control
positivo) y el compuesto NK-88 a una concentracién de 1 pg/mL.

En la Imagen 2 se observan fotografias de la inmunocitoquimica para
mostrar como se ven al microscopio las células positivas y negativas ante la
presencia del reactivo de TUNEL. Las imagenes fueron tomadas de la linea celular
HelLa. En el primer recuadro observamos el control negativo, células a las cuales
no se les realizé ningun tratamiento, viendo que la poblacion de células tumorales
es mayor, al igual que el porcentaje de células negativas (células azules) en
comparacién con las positivas (células color café). En la segunda imagen se
puede ver que la cantidad de células tratadas con cis platino disminuye, pero
aumenta el porcentaje de células positivas (células color café) al igual que en la
tercera imagen que fue tratada con el compuesto NK-58, solo que, con una mayor

intensidad de positividad.
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El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, siendo un
propdsito general en la comunidad cientifica desarrollar nuevos tratamientos que
eliminen o inhiban los procesos oncogénicos, sin dafiar el comportamiento natural

de las células en el cuerpo.

Sabemos que el procedimiento para que un nuevo farmaco sea cribado,
primero se prueba en una variedad de lineas celulares tumorales humanas in vitro
para saber si tiene capacidad para prevenir el crecimiento de tipos especificos de
células tumorales. Si el farmaco se muestra prometedor, se realizan pruebas en
animales para determinar si es eficaz y lo suficientemente seguro como para

probarse en seres humanos ©®.

Tomando en cuenta lo que describe el National Cancer Institute, en este
proyecto se trabajaron cuatro lineas celulares tumorales humanas: MCF-7
(adenocarcinoma de mama), HelLa (carcinoma de cuello uterino), PC-3
(adenocarcinoma prostatico) y HCT-15 (carcinoma colono rectal), para evaluar los
compuestos pentacoordinados organometalicos de estafio NK-58 y NK-88
proporcionados por el Dr. Norberto Farfan Garcia, haciendo uso del cis-

Diaminodicloroplatino (1) (cis-platino) como control positivo.
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Para determinar que los compuestos organometalicos de estafio tienen
algun efecto antiproliferativo se realizd el ensayo de citotdéxicidad con
Sulforrodamina B (SRB) colorante de aminoxantano, rosado brillante que posee
grupos cargados negativamente, capaces de unirse electrostaticamente a
cationes. En condiciones acidas, aumenta su afinidad por los aminoacidos basicos
de las proteinas, y se fija selectivamente a éstos. Después de eliminar el colorante
no fijado, el colorante unido a las células viables se extrae con medio alcalino
(Solucién de Tris Base pH 10,5) ©®”. Su sensibilidad es comparable con la de
varios ensayos de fluorescencia y su punto final colorimétrico es estable, haciendo
gue esta técnica sea apropiada y sensible para medir la citotoxicidad inducida por

farmacos ©®.

Con el uso de esta técnica damos como evidencia que ambos compuestos
(NK-58 y NK-88) tuvieron una mayor respuesta citotoxica (dependiente de la
concentracion), hacia las células cancerosas que el compuesto usado como
control positivo (cis-platino), observandose mayor disminucién en la poblacion
celular al ser expuestos durante 48 h, esto es debido a que las células estuvieron
expuestas durante mas tiempo a los compuestos trabajados, sin embargo los
compuestos obtuvieron muy buenos resultados a partir de las 24h de tratamiento.
Este resultado se observé en todas las lineas celulares, empleados en el presente

estudio destacando en del compuesto NK-58, siendo éste, el que menor
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concentracion requiri6 en las cuatro lineas celulares tumorales humanas para

inhibir al cincuenta por ciento de la poblacién celular trabajada (Cl 50).

Para obtener la CI 50, se utilizé el programa SPSS (Statistical Product and
Service Solutions) siendo este una importante herramienta de tratamiento de datos
y andlisis estadistico ©®?. El andlisis usado fue Probit, método de andlisis
estadistico que da la relacion entre un estimulo (dosis) y la respuesta cuantica
(tales como la muerte)’?, arrojando valores de CI 50 con un intervalo de
confianza del 95% a 24h de NK-58 para HCT-15 de 2.02 pg/mL, para PC-3 de
8.212 yg/mL , para MCF-7 de 2.687 pg/mL y para HeLa de 5.651 pg/mL, y a 48
horas para HCT-15 de 0.791 pg/mL, para PC-3 de 0.878 pg/mL , para MCF-7 de 1
pg/mL y para HelLa de 1.341 pg/mL, Para el compuesto NK-88 se obtuvieron
valores de Cl 50 mayores que el compuesto NK-58, pero de igual manera sus
valores de CI 50 no rebasaron concentraciones de 10 pug/mL excepto para la linea
HelLa que tuvo una CI 50 de 17.606 ug/mL, estando por debajo de las obtenidas
por el control (cis-platino), esto quiere decir, que los compuestos organometalicos
de estafo pueden ser escalados a estudios in vivo y mostrar su efectividad, ya que
mostraron tener un potencial antiproliferativo en las cuatro lineas celulares e
inhibir al 50 % de la poblacién utilizando concentraciones pequefias ©®, siendo
datos confiables ya que solo caemos con un error relativo del 5%, es decir que

solo el cinco por ciento de las muestras arrojaron resultados erréneos(™.

Facultad de Quimica, UNAM 71


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

9. DISCUSION DE RESULTADOS

Sabemos que el efecto que se requiere en un agente quimioterapéutico es
citoestéatico, es decir que de forma general, interactien en gran medida con el
ADN o sus precursores, e inhiban la sintesis del nuevo material genético o
agentes que causen dafios irreparables sobre este (/?, actuando sobre alguna de
las fases del ciclo celular, deteniendo su progresion ®. Una vez que los
compuestos de prueba demostraron tener efecto antiproliferativo, se busco si este
efecto era debido a la interrupciéon en algunas de las fases del ciclo celular,
usando como marcadores las ciclinas D1, Ay B1, reportandose en la literatura que
este tipo de ciclinas estan sobreexpresadas en mltiples tipos de cancer ©¢7:3943.74),
Las lineas celulares tumorales humanas tratadas con los compuestos en estudio,
se evaluaron por inmunocitoquimica, utlizando la union especifica de los
anticuerpos con los antigenos ®, permitiendo una localizacién precisa de las

reacciones, ya que la tincién es permanente, estable, puede contrastarse y puede

ser evaluada con microscopio de luz ©.

Para el compuesto organometalico NK-58 se obtuvo una disminucién de la
expresion de las ciclinas D1, Ay B1 hasta del 40 % en todas las lineas celulares
con respecto al control negativo. Solo en la linea HCT-15 present6 una expresion

de Ciclina A de un 55% y para HelLa una expresion de Ciclina D1 del 60%.

Por otro lado el compuesto NK-88 presentd una disminucion en la expresion

de las ciclinas D1, A, y B1 de una forma variada dependiendo la linea celular, pero
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en todas ellas la expresién se ve disminuida mientras aumenta la concentracion
del compuesto. En PC-3 la expresiéon de todas las ciclinas disminuyeron. En HCT-
15 la ciclina A tuvo una expresion del 50%. En HelLa la ciclina A se expresé un
70% y para ciclina D1 60%. En MCF-7 la ciclina que disminuyé mas en porcentaje

de expresion fue B1.

Los porcentajes de dismunicion de la expresién de las ciclinas D1, A, y B1
del control positivo (cis-platino), fue muy parecido a la respuesta que tuvo el
compuesto NK-88. En PC-3 todas las ciclinas presentaron una disminucién en el
porcentaje de su expresibn mientras aumentaba la concentracion de los
compuestos de prueba. En HCT-15 las lineas que mostraron mayor descenso en
el porcentaje de expresion fueron: para ciclina D1 y A. En HeLa la ciclina A tuvo
una expresion del 50%. En MCF-7 la que tuvo un mejor descenso en su expresion

fue la ciclina B1.

Una vez sefialados los porcentajes de expresion de la ciclinas, y tomando
como referencia algunos autores han establecido porcentajes de positividad (>10
%) y negatividad (< 10%) de ciclinas en nucleos tefiidos para células tumorales,
esto quiere decir que porcentajes mayores de 10 es considerada sobreexpresion
de ciclinas ©*®Y. No podemos dar una definicién generalizada ya que en todas las
lineas tratadas con los tres compuestos (NK-58, NK-88 y cis-platino) se observé

una disminucion en la expresion de ciclinas.
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Observando que los resultados de los compuestos de prueba tienen la
misma tendencia que las del control positivo, podemos sugerir que los compuestos
NK-58 y NK-88 pueden tener un efecto citoéstatico como el cis-platino, actuando
a lo largo del ciclo celular en la Fase G1y S ®, lo que trae como consecuencia
que se inhiban los procesos celulares de replicacién y transcripcion ®, dando
como consecuencia que las lesiones inducidas en el DNA activen la regulacién
del ciclo celular en el punto de control entre las fases G2 y M, provocando la
detenciéon en estas fases’”, y con una posible efectividad de curacién en
diferentes tipos de cancer como: testiculares, ovario, vejiga, cabeza, cuello,

es6fago, cuello uterino, vejiga, tiroides, endometrio, estémago, etc ©.

Esta deduccién que se ha realizado se debe a que ambos compuestos
mostraron disminucién en la expresion de las ciclinas D1, Ay Bl al igual que el
cis-platino, solo que en algunas no se observo un cambio tan significativo, esto se
puede deber a que las ciclinas se siguen sintetizando para ser utilizadas, ya que

algunas se sintetizan en G1 “¥.

Los compuestos se evaluaron con la técnica de TUNEL con el fin de
determinar si estos inducian a las células tumorales a una muerte por apoptosis,
caracteristica que puede distinguir a los canceres que son curados con
guimioterapia, gracias a su capacidad de sanar por un rapido proceso de muerte

celular programada, en respuesta a agentes citotéxicos .
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Una manera de probarlo fue poniendo en practica la técnica antes
mencionada, ya que es un método selectivo para detectar la fragmentaciéon del
ADN, considerada caracteristica de la apoptosis ©®*. Usando como control al cis-
platino y teniendo en cuenta que detiene el ciclo celular en diferentes fases, se
sabe que cuando el dafo inducido en la fase G2 es irreparable, la apoptosis sirve
como una via de eliminacién de estas células, impidiendo que las células dafiadas
por el cis-platino en la fase G2 pasen a la fase de mitosis " ®. La respuesta
apoptotica del cis-platino es inducida por la liberacién del citocromo-c desde la

mitocondria al citosol 7

. Con base en lo anterior, podemos decir que los
compuestos pentacoordinados organometalicos de estafio NK-58 y NK-88 inducen
mejor y mayor apoptosis que el cis-platino en las lineas celulares MCF-7, PC-3 y
HeLa. Mientras que en la linea HCT-15 el control positivo tiene mayor porcentaje

de apoptosis que en los compuestos NK-58 y NK-88, pero que de igual manera

presenta actividad apoptotica.

Ya que los compuestos trabajados actian de manera similar al cis-platino,
se podria suponer que la via porla cual estos compuestos desencadenan la

muerte celular programada es por via intrinseca.
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X/
**

Los compuestos pentacoordinados organometalicos de estafio NK-58 y NK-
88 disminuyeron el porcentaje de viabilidad celular por debajo de 25% a 48
h, sin embargo para el compuesto NK-58 a 24 h de exposicion present6 una

actividad antiproliferativa mayor al 50%.

El compuesto NK-58 a 24h presentd Cl 50 menores a 8 ug/mL, sobre todas
las lineas teniendo mayor actividad antiproliferativa a menor concentracion
en: HCT-15>MCF-7>HeLa>PC-3 y a 48h present6 Cl 50 por debajo de 1.4
pg/mL sobre todas las lineas teniendo mayor actividad antiproliferativa a

menor concentracion en: HCT-15 >PC-3 >MCF-7 >Hela.

El compuesto NK-88 a 24h presenté ClI 50 menores de 18 pg/mL sobre
todas las lineas, teniendo mayor actividad antiproliferativa a menor
concentracion en: HCT-15>PC-3>MCF-7>HelLa y a 48h presentd Cl 50 por
debajo de 5.1 pg/mL sobre todas las lineas teniendo mayor actividad

antiproliferativa a menor concentracion en: HeLa>PC-3>MCF-7>HCT-15.

El cis-platino en comparacion con los compuestos NK-58 y NK-88 presentd
Cl1 50 arriba de 20 pg/mL a 24h y a 48h mayores a 3 pg/mL. sobre todas las

lineas teniendo mayor actividad antiproliferativa a menor concentracion en:
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HCT-15>MCF-7>PC-3<HelLa a 24hy a 48h la linea que presenté mayor

actividad antiproliferativa fue: PC-3>HCT-15>MCF-7>HelLa .

% Los compuestos NK-88 y NK-58 inducen disminucién en la expresion de las
ciclinas D1, A, y B1 involucradas en la progresion del ciclo celular y

sobreexpresadas en diversos tipos de canceres.

% Los compuestos pentacoordinados organometalicos de estafio (NK-58 y
NK-88) inducen degradacion de ADN fraccionandose en aproximadamente
180 pb caracteristica que es interpretada como muerte celular programada,

en las lineas celulares PC-3, HCT-15, MCF-7 y HelLa.
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