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RESUMEN

El rabdomiosarcoma (RMS) es un tipo de cáncer de tejidos blandos más común en

la infancia y adolescencia. Aunque no se conoce con exactitud cuál es la causa que

provoca este sarcoma, se han identificado algunas alteraciones genéticas. La

clasificación histopatológica incluye 5 histotipos diferentes, de los cuales dos son los

más prevalentes son el RMS alveolar y el RMS embrionario. El pronóstico de RMS

ha mejorado en las últimas décadas y se mantiene la búsqueda de tratamientos más

con mejores resultados contra las células cancerosas y con menos efectos

secundarios. En el presente trabajo se describe el efecto ant-imigratorio del

compuesto bis(acetilacetonato-k2 O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II) en RMS in

vitro mediante los ensayos de cierre de herida y zimograma, así como el efecto

generador de especies reactivas de oxígeno.
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I . INTRODUCCIÓN

Los sarcomas de tejidos blandos son un grupo de neoplasias malignas poco

frecuentes que representan menos del 1% del total de tumores malignos, cuya

incidencia se acerca a 5/100,000 casos por año. Ocupan el quinto lugar entre los

tumores sólidos de la infancia y representan entre el 6% y 7% de todas las

malignidades.(1, 2 ).

El Rabdomiosarcoma (RMS) es una neoplasia maligna derivada de las

células mesenquimales precursoras del músculo esquelético. Hoy en día se

reconoce la existencia de translocaciones y deleciones en el genoma directamente

relacionadas con su aparición, así como se han identificado algunos síndromes

asociados (3, 4).

Existe un esquema farmacológico de primera elección para el tratamiento de

RMS conocido como VAC (Vincristina-Actinomicina D-Ciclofosfamida), sin embargo

genera diversos efectos que plantean el reto de crear más y mejores medicamentos

para su tratamiento. La utilización de compuestos de coordinación como opción

terapéutica está en crecimiento, por lo que el estudio de sus mecanismos de acción

y los efectos en el comportamiento de las células neoplásicas representa un área

importante de interés biomédico.
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ANTECEDENTES

Cáncer es el término utilizado para referirse al grupo de enfermedades que

presentan un crecimiento descontrolado de las células, generado a partir de

acumulaciones progresivas de mutaciones cuyos efectos aberrantes impactan en el

fenotipo y comportamiento celular (transformación maligna), al punto de invadir

tejidos circundantes y diseminarse al resto del organismo (metástasis).

El tipo de cáncer se define por el tejido u órgano en el que se ha originado. El

potencial de inducir la muerte es inminente en cualquiera de los casos si no son

tratados. Aunque existen diversas terapias que pueden llegar a eliminarlos o

coadyuvar a reducir de forma considerable su crecimiento y diseminación, el éxito de

estas terapias depende en gran medida del momento en que se realiza el

diagnóstico.

Las causas asociadas al desarrollo del cáncer son muy diversas y depende

de la interacción de varios factores, entre ellos la predisposición genética

(mutaciones, deleciones, translocaciones) y, tres categorías de agentes externos

clasificados por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como carcinógenos

físicos, químicos y biológicos, muchos de ellos generadores de cambios

epigenéticos muy relevantes (OMS, 2018). (5)

El Global Cancer Observatory (GCO) o GLOBOCAN como parte del Centro

Internacional de Investigaciones sobre el Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés),

perteneciente a la OMS, menciona que en 2020 hubo una incidencia de cáncer de
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19.3 millones y una mortalidad de 9,96 millones, lo que representa el segundo lugar

entre las causas principales de muerte en el mundo.(6) Esto se traduce

aproximadamente en 10 millones de defunciones al año . En la Región de las

Américas se estima que 4 millones de personas fueron diagnosticadas con algún

tipo de cáncer y, 1.4 millones murieron por esta enfermedad. (7) De acuerdo con

datos de GLOBOCAN, México (año 2020) registró 195,499 nuevos casos de cáncer

y 90,222 muertes. (6) Por su parte en México, el Instituto Nacional de Estadística y

Geografía (INEGI), entre enero y agosto de 2020 registró 683,823 defunciones, de

las cuales 9% se debieron a tumores malignos. Un año antes, registró 747,784

defunciones, de las cuales 12% se debieron a algún tipo de neoplasia maligna. La

distribución porcentual por sexo indica que hay más fallecimientos en mujeres (51%)

que en hombres (49%) por esta causa.(5)
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CAPÍTULO I.

RABDOMIOSARCOMA

El rabdomiosarcoma (RMS) es un tipo de sarcoma de tejido blando más

común en la infancia. Corresponde a un tumor maligno y agresivo originado de las

células embrionarias del mesénquima (células miogénicas) y presenta

características de diferenciación a músculo esquelético fetal correspondientes a la

semana 7 a 10 del desarrollo (8,9,10). Este tumor representa aproximadamente el 60%

de todos los sarcomas de tejidos blandos y aproximadamente un 3-8% de todas las

neoplasias malignas que afectan a niños menores de 14 años (11,12,13). Existe una leve

predominancia en pacientes de sexo masculino y más común en niños caucásicos

(14). La localización más frecuente es en la región de cabeza y cuello, donde la

lengua, paladar y carrillos son los sitios más afectados; sin embargo, puede

encontrarse también en el aparato genitourinario y extremidades (14,15). Se caracteriza

por un crecimiento local, rápido y persistente con posibilidad de diseminación

temprana. (16)

La mayor parte de los RMS ocurren de manera esporádica y solamente el 9%

de los mismos está relacionado con síndromes (17) como el Síndrome de Li-Fraumeni

(3,4,15), Síndrome DICER1 (3), Beckwith-Wiedemann (3), Síndrome de Noonan. (3,15),

Neurofibromatosis tipo I (12,15), Síndrome de Costello (12,15), Síndrome de Síndrome de

Rubinstein-Taybi, Síndrome de Gorlin- Goltz (carcinoma basocelular nevoide) (18).

La mortalidad por cáncer infantil entre 1975 y 2010 disminuyó en más de 50%

en estados unidos y durante ese período, la tasa de supervivencia a 5 años para el
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rabdomiosarcoma (RMS) aumentó de 53% a 67% para los niños menores de 15

años, y de 30% a 51% para los adolescentes de 15 a 19 años. (19)

La incidencia anual media en el Reino Unido es de 5,2 por millón de niños

menores de 15 años (Registro Nacional de Tumores Infantiles), que asciende a

aproximadamente 60 casos pediátricos recién diagnosticados por año. (20) Existe una

distribución bimodal para la edad en cuanto a su manifestación, con un pico entre los

2 y 6 años, y luego nuevamente entre los 10 y 18 años de edad, con una relación

hombre-mujer de 1.5 a 1, teniendo el hombre una supervivencia general ligeramente

más larga.(21)

En México se calcula una incidencia anual promedio de 2.5 por millón y una

proporción hombre: mujer de 2:1. (22) De acuerdo con el Instituto Nacional de

Pediatría (INP) en México, el RMS ocupa el séptimo lugar del total de las neoplasias

malignas en niños y adolescentes (22).

1.1 CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA

La Organización Mundial de la Salud ha clasificado al RMS en los subtipos:

● Embrionario: más común en bebés y niños menores de 10 años, (23,28)

caracterizado por la presencia de células mesenquimales en diversas etapas de la

miogénesis (rabdomioblastos). Histológicamente presenta células ahusadas y/o

redondeadas con núcleo ubicado en el centro, de forma oval, hipercromático y

abundante citoplasma eosinófilo, dispuestas en grupos o aisladas dentro de un

estroma de aspecto mixoide (17,24). Se localiza en cabeza y cuello (especialmente
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la órbita), vejiga, próstata, tracto biliar, abdomen, pelvis y retroperitoneo. Su

pronóstico es favorable (23,25) (Figura 1A).

● Alveolar: tumor maligno de alto grado que afecta a todos los grupos de edad,

aunque es más común entre la segunda y tercera décadas de la vida. Se

caracteriza por la disposición en nidos de células tumorales pequeñas y redondas

primitivas, con nucléolo prominente, separadas por septos de tejido fibroso. (23,25)

Las células neoplásicas varían en tamaño y en ocasiones tienen múltiples

núcleos. (26) En el centro, estas células aparecen dispersas e imitan un patrón

alveolar pulmonar (17,24). Se ubica en extremidades, cabeza y cuello, tórax,

órganos genitales, abdomen y área anal. Su pronóstico es desfavorable (17,18).

(Figura 1B).

● Pleomórfico: más común entre los 60 y 80 años; presenta células de diferente tipo

y tamaño, se compone de células poligonales, redondas y ahusadas con núcleos

hipercromáticos, lobulados y agrandados, citoplasma densamente eosinófilo y

gran cantidad de figuras mitóticas (17,24). Se ubica principalmente en extremidades,

pecho y abdomen (25,28). Suele formarse en el interior de un músculo y también

puede afectar la piel (27). En pacientes adultos, la variante pleomórfica se asocia

con el peor pronóstico (Figura 1C).

● Botrioide: Se origina a partir de células mesenquimatosas primitivas y es más

común en las dos primeras décadas de la vida.(21) El término botrioide se refiere a

las masas en “forma de racimo” que sobresalen de la mucosa de la vejiga

urinaria, que es la ubicación más común de este subtipo de RMS. (26) Organizado

en estructuras polipoides revestidas por epitelio escamoso con agregados

celulares subyacentes (25, 28). Histológicamente, el RMS botrioide de la vejiga
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urinaria se localiza en la submucosa, y las células neoplásicas están separadas

del epitelio de la mucosa por una capa de tejido conectivo. Se caracteriza por

múltiples proyecciones polipoides que forman racimos de consistencia gelatinosa,

friables y que se desprenden en fragmentos causantes de hemorragias (Figura

1D) (29). El pronóstico está determinado por variables como el tamaño del tumor, el

sitio de origen, la edad del paciente, la enfermedad residual postquirúrgica y la

presencia de metástasis al momento de establecer el diagnóstico. Los sitios

primarios de pronóstico más favorable incluyen el paratesticular, vaginal y tracto

biliar (30)

● De células fusiformes/esclerótico: más común en niños menores de 10 años y

adultos mayores de 40 años. Células fusiformes relativamente diferenciadas con

características que recuerdan a las neoplasias del músculo liso y presencia de

bandas densas de colágeno. Se ubica en la región paratesticular, cabeza y cuello.

Su pronóstico es desfavorable en adultos y favorable en niños (25,28).
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Figura 1. Principales subtipos de rabdomiosarcoma (RMS): A. embrionario; B. alveolar; C.
pleomórfico; D. botrioide. Fuente: Caserto, 2013. (26)

El RMS embrionario (RMSE) y alveolar (RMSA) representan el 60% y 20% de

los casos, respectivamente (31). Otros autores han reportado un mayor porcentaje en

el RMSA (31%), RMSE (60%) y RMS pleomórfico (9%) (17).

Dentro del diagnóstico diferencial se encuentra el leiomiosarcoma, el cual es

más común que el RMS. El sarcoma del estroma endometrial es otro diagnóstico

diferencial de importancia, representa un tumor morfológicamente bifásico,

compuesto de áreas semejantes al endometrio de tipo proliferativo, que se mezclan

con focos de alto grado y células epitelioides malignas. (21).
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1.2. ETIOPATOGENIA

El origen del RMS ha sido motivo de numerosos estudios y aunque no se conoce

con exactitud cuál es la causa, sí se han identificado algunas alteraciones genéticas

como la presencia de la translocación t(2;13)(q35, q14) en más de 50% de los casos

de RMSA. Esta translocación fusiona al gen PAX3 (implicado en la regulación de la

transcripción durante el desarrollo neuromuscular temprano) con el gen

FKHR/FOXO1, que codifica el factor transcripcional supresor tumoral FOXO1 en

humanos (importante regulador transcripcional de la gluconeogénesis,

glucogenólisis, apoptosis y ciclo celular) (17, 32). La fusión de los factores de

transcripción PAX3 y FOXO1 activa de forma inapropiada diversos genes que

favorecen el desarrollo tumoral asociados con la evasión de la muerte celular y la

metástasis (17,32). Con menor frecuencia se ha identificado la translocación t(1;

13)(p36, q14), capaz de promover la fusión del gen PAX7 con el FOXO1 (2,3). La

fusión PAX3–FOXO1 se asocia clínicamente con tumores más agresivos que

aquellos que presentan la fusión PAX7-FOXO1 (17).

Los genes PAX3/7-FOXO1 en el RMS están relacionados con la activación de

la señalización RTK/RAS/PI3K (mediante PDGFR-A, ERBB2, FGFR-4, c-Met, PI3K,

NRAS, KRAS y HRAS), alteración en la expresión de genes reguladores del ciclo

celular (CTNNB1, FBXW7, BCOR-CCNB3 y p53) e incremento en la expresión de

c-Myc (33). Los factores de transcripción codificados por PAX3 y PAX7 se expresan

muy tempranamente durante la embriogénesis, siendo los principales reguladores de

la neurogénesis y miogénesis, así como la segmentación embrionaria (34). La alta

expresión de PAX7 mantiene la migración y la invasividad en las células RMSE
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regulando positivamente los receptores de efrina A3, (35) proteína constitutiva de la

membrana plasmática que regula eventos relevantes del desarrollo embrionario y de

la vida adulta como la angiogénesis(36) y la diferenciación de células madre. (37)

En el RMSE no se ha descrito ninguna translocación, pero sí se ha observado

una pérdida de la heterocigosidad en el locus 11p15, con pérdida de información

materna y duplicación del material genético paterno. En este locus es donde se

encuentra el gen IGF-2 (gen del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2), el

cual podría participar en la patogénesis del RMS. En el RMSE también se han

evidenciado ganancias y deleciones de cromosomas, especialmente copias extra de

los cromosomas 8 y 20 y, del brazo largo del cromosoma 2 (17).

Otras alteraciones moleculares implicadas en la patogénesis de este tumor,

incluyen la mutación del gen P53 (que se observa en la mitad de los pacientes),

elevación de N-MYC (en el 10% de los RMSA) y mutaciones en los oncogenes

N-RAS y K-RAS (principalmente en los RMSE) (17).

Actualmente, el análisis genómico del RMS sugiere que los tumores con

fusión positiva presentan una baja carga de otras alteraciones genómicas, mientras

que los tumores con fusión negativa tienen una tasa de mutaciones alta. Las

mutaciones somáticas aumentan con la edad. Algunas de las mutaciones son en los

genes NRAS, KRAS, HRAS, FGFR4, NF1, PIK3CA, TP53, CTNNB1, FBXW7, BCOR

y MYOD1.(21, 38)
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1.3 TRATAMIENTO

El tratamiento del RMS se centra en conseguir un “control sistémico”, es decir,

implica la eliminación permanente de las metástasis mediante quimioterapia, cirugía

o radioterapia.(20)El beneficio logrado en estos protocolos de tratamiento se basa en

la optimización del control local (erradicación permanente del tumor primario) y a

distancia, añadiendo el tratamiento farmacológico.(39)

En los últimos 30 años, la tasa de curación en pacientes con RMS ha

mejorado en forma significativa de entre 25% hasta 70%. Estos resultados se

atribuyen además del diagnóstico más temprano, al desarrollo de protocolos de

tratamiento multidisciplinario basados en el riesgo de la enfermedad. Los principales

grupos colaborativos internacionales han establecido los lineamientos de tratamiento

para este tumor. (40) El Instituto Nacional del Cáncer de Estados Unidos menciona

que los niños de 1 a 9 años tienen el mejor pronóstico, mientras que los mayores o

menores tienen un pronóstico menos favorable.(41) Los niños con tumores menores a

5 cm tienen una mejor tasa de supervivencia, por lo que el volumen y el diámetro

máximo del tumor se relacionan con el desenlace .(41)

La cirugía es un componente integral del manejo local del RMS siendo este el

principio básico para el tratamiento. Se trata de una resección completa del tumor

primario con un margen circundante de tejido normal y una muestra de los nódulos

linfáticos. Algunas excepciones a la resección de un margen normal la constituyen

los tumores de órbita y de la región genitourinaria (42)
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Lawrence y cols., consideran que los tumores desarrollados en sitios de

cabeza y cuello no parameningeos, orbitarios y genitourinarios distintos de la vejiga

o próstata (paratesticular, vaginal, uterino y vulva) presentan mejores tasas de

supervivencia mientras no exista metástasis (42)

Por otro lado, la farmacoterapia más comúnmente empleada en el tratamiento

de los RMS es la combinación de sulfato de Vincristina-Actinomicina D

(D-actinomicina)-Ciclofosfamida conocido como VAC (43). El uso combinado de estos

fármacos afecta negativamente a los pacientes debido a la toxicidad a corto y largo

plazo y, a menudo, las células cancerosas adquieren resistencia al tratamiento.

La Vincristina es un fármaco específico que interfiere con el ciclo celular. Se

une a la tubulina provocando la despolimerización de los microtúbulos, la detención

de la metafase y la muerte por apoptosis. (44) El perfil farmacocinético de Vincristina

se describe con una vida media de distribución inicial muy rápida seguida de una

vida media de eliminación más prolongada. También tiene un gran volumen de

distribución, lo que sugiere una distribución difusa y unión tisular, propiedades que

pueden limitar su empleo óptimo hacia tejidos diana. La actividad antitumoral de

Vincristina incluye propiedades anti-angiogénicas (44).

La Actinomicina D tiene un mecanismo de acción dependiente de la

intercalación del fármaco entre las dos cadenas del ADN, con lo que se impide la

replicación correcta (a dosis altas) y se altera la síntesis del ARN (a dosis altas y

bajas) (45).

La Ciclofosfamida es un precursor inactivo del 4-hidroxiciclofosfamida

(4-HC) y agente quelante oxazafosforina; éstos reaccionan con el ADN

preferentemente en la posición N-7 de la guanina, causando pérdida de la purina o
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desdoblamiento y finalmente ruptura y fragmentación de la doble cadena de ADN.

La ciclofosfamida sobresale de los agentes quelantes en virtud de que su efecto se

reserva a las células madre hematopoyéticas y tiene toxicidad extramedular

limitada (46).

La combinación resultante de VAC es altamente tóxica y los efectos

secundarios derivan en mielosupresión, además de anemia, trombocitopenia,

leucemia mielógena aguda, diarrea, leucopenia de grado 3 y 4, neutropenia de grado

3 y 4, neurotoxicidad, disfunción cardíaca ventricular, alopecia, cistitis hemorrágica,

fibrosis pulmonar intersticial, hepatitis tóxica, mucositis oral, proctitis, glositis y

queilitis (47-50).

Con la utilización de terapias multimodales, más del 75% de los pacientes con

la enfermedad localizada pueden curarse (51). Sin embargo, a pesar de la

disponibilidad de nuevos agentes y la intensificación del tratamiento, los pacientes

con RMS recurrente o metastásico experimentan tasas de supervivencia bajas a 5

años (52).
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CAPÍTULO 2.

COMPUESTOS DE COORDINACIÓN
Un complejo o compuesto de coordinación es una especie química (neutra o iónica)

constituida por un átomo central (generalmente un metal) unido a una serie de

ligandos. (53) Los metales más comunes son los de transición como el Fe, Cu, Ni, Pt,

Zn, Cd, Hg, entre otros. Los ligandos poseen átomos con pares de electrones libres,

tales como H2O, NH3, CN-, CO, Cl- y etilendiamina. El enlace entre el átomo central

y los ligandos es un enlace covalente coordinado dónde el ligando aporta el par de

electrones del enlace y el metal aporta orbitales vacíos de baja energía donde

pueden alojarse los pares de electrones de los ligandos.

Algunos iones metálicos pueden interactuar con ciertas proteínas modificando

su estructura y ocupando posiciones específicas en las metaloenzimas. Los cationes

metálicos esenciales establecen enlaces e interacciones con proteínas y ácidos

nucleicos. Existen varios ligandos orgánicos que han demostrado su utilidad para

fines terapéuticos como pirazol, acetil-acetonato, imidazol, fenantrolina entre otros.

Los derivados de fenantrolina se han reportado como compuestos bioactivos

potenciales por su capacidad de unión al ADN (54). Los compuestos de coordinación

presentan actividad antimicrobiana, antitumoral y anti-inflamatoria (55).

Las CASIOPEÍNAS® son un ejemplo de compuestos de coordinación que

contienen como centro a metales de la primera serie de transición (Mn, Fe, Co, Ni,

Cu y Zn) y quelatos diiminas (NN) con quelatos aminoácidos o donadores (OO) con

fórmula general [Cu(N-N)(N-O)]NO3. Algunas de estas CASIOPEÍNAS® han probado

15



su efecto sobre células tumorales resistentes a cisplatino.(56-58) Asimismo han

mostrado actividad citotóxica y antineoplásica in vitro e in vivo al inducir apoptosis

mediante la generación de especies reactivas de oxígeno, a través del factor

transcripcional AP-1 que es un regulador de genes que codifican citocinas,

receptores de citocinas y moléculas de adhesión, e inducen respuestas inflamatorias

e inmunológicas(59, 60).

2.1dCOMPUESTOsbis(acetylacetonato-kO,O)(1,10-phenant

hroline-k N,N’)Zn(II)

El zinc es un metal esencial para los humanos dado que participa en el

funcionamiento de numerosas enzimas que intervienen en la síntesis y metabolismo

de proteínas y ácidos nucleicos,(61) contribuye al adecuado funcionamiento del

sistema inmunitario (62) y cicatrización de las heridas, interviene en las percepciones

del gusto y el olfato y en procesos enzimáticos antioxidantes (superóxido dismutasa

-SOD-). Asimismo se ha reportado su participación en el desarrollo y progresión del

cáncer. (63-65) Se ha estudiado la participación del zinc en diversos mecanismos de

señalización involucrados en la carcinogénesis (66-68). Los niveles intracelulares de

zinc pueden modular las vías de señalización MAPK, ERK, PKC y NFκB (67-70). El zinc

libre puede estabilizar el factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1) e influir en procesos

como la glucólisis, la apoptosis y la angiogénesis (63). Además, el zinc libre inhibe la

tiorredoxina reductasa, un mediador clave en la respuesta celular al estrés oxidativo

que con frecuencia incrementa su expresión en el cáncer (71).
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ZinCris es un compuesto de coordinación de zinc, cuya estructura química es

bis(acetylacetonato‐k2O,O′)(1,10‐phenanthroline‐k2 N,N′)Zn(II). Este compuesto de

coordinación se compone principalmente de zinc y fenantrolina. En un estudio in

vitro se determinó la citotoxicidad de este complejo (54) y se observó en líneas

celulares cancerosas de glándula salival, faringe, lengua, RMS, glioma, mama y

pulmón que tras un tratamiento de 24 horas se inhibió significativamente la

proliferación celular (54). Las líneas celulares de adenocarcinoma de glándula salival y

glioma tuvieron una reducción del 80%, seguido de las células cancerosas de

faringe, RMS (casi 70%) y lengua (51%) (54) (Figuras 2 y 3). Lo anterior muestra que

este mismo fármaco tiene efectos citotóxicos diferentes dependiendo del tipo celular

y se evidenció que el complejo de zinc induce muerte celular por una vía apoptótica

(54).

Línea celular IC50 (CL95) (μmol/ml)

A253
(adenocarcinoma de glándula salival)

0.240 (0.211–0.245)

FADU
(carcinoma de células escamosas faríngeo)

0.250 (0.234–0.273)

RH-30
(RMS embrionario)

0.277 (0.179–0.408)

CAL27
(carcinoma de células escamosas de

lengua)

0.338 (0.290–0.581)

RD
(RMS alveolar)

0.154 (0.124–0.179)

U-373
(glioblastoma humano)

0.230 (0.183–0.258)

Fig. 2. Efecto inhibitorio del crecimiento celular del fármaco ZnCris en líneas celulares de
carcinoma, sarcoma y glioblastoma tras 24h de tratamiento. Fuente: Trejo-Solís et al. 2018.
(54)
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Figura 3. Efecto del complejo ZnCris sobre la viabilidad celular después de 24h de
tratamiento. Las células se incubaron con 50, 100 y 150 μg/ml del complejo de Zn. Las
líneas azules indican la viabilidad celular para ZnCris y las negras corresponden al efecto
del ácido acético (1% v/v) utilizado como disolvente para el complejo. Fuente: Trejo-Solís
et al. 2018. (54)
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CAPÍTULO 3

MIGRACIÓN Y CÁNCER

Durante la transformación neoplásica, las células cancerosas adquieren numerosas

aberraciones que les permiten mantener el control de su proliferación mediante la

inactivación de supresores tumorales, la entrada constante al ciclo celular y la

evasión de la muerte, además de la angiogénesis, la invasión y la metástasis. (72)

La metástasis ocurre cuando las células cancerosas se desprenden del tumor

primario, viajan por el torrente sanguíneo o linfático invadiendo tejidos normales

anatómicamente distantes, formando así un tumor secundario generalmente con las

mismas características del tumor primario, aunque puede presentar nuevas

aberraciones genéticas que lo tornan más agresivo y potencialmente más resistente

a los tratamientos.

No todas las células cancerosas pueden hacer metástasis, ya que ésta última

para ser exitosa depende tanto de las propiedades intrínsecas de las células

tumorales como de los factores derivados del microambiente tumoral(73,74) La

metástasis consta de cinco pasos que colectivamente se denomina como “cascada

metastásica”(75) (Figura 4).
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Figura 4. Pasos de la cascada mestastásica. 1) Invasión y migración:
las células cancerosas dejan el tumor primario para invadir tejidos sanos;
2) Intravasación: entrada de las células cancerosas a los vasos
sanguíneos y linfáticos; 3) Circulación: la célula viaja a través de la sangre
y sortea los diferentes componentes humorales y celulares de ésta, tales
como la alta concentración de oxígeno y los linfocitos Tc; 4) Extravasación:
las células atraviesan el endotelio; 5) Colonización, proliferación y
angiogénesis: la célula neoplásica se asienta en un nuevo sitio y
constituye un tumor secundario. Fuente original: Leber & Efferth, 2009. (75)

Para invadir el estroma, las células deben romper la membrana basal

mediante la ruptura de múltiples uniones intercelulares y así llegar a la matriz

extracelular (MEC), formada por proteoglicanos y glicosaminoglicanos, colágeno y

elastina, fibronectina y laminina. Existen una serie de señales enviadas desde las

células cancerosas a las células basales, que activan a las uniones intercelulares

mediadas por integrinas, produciendo alteraciones en la polaridad de la célula,

proliferación, invasión y supervivencia. (76) La matriz extracelular (MEC) para su

remodelación requiere de una familia de endopeptidasas denominadas

metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs), las cuales requieren zinc como

cofactor enzimático. Estas MPPs se dedican a degradar proteínas del medio
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extracelular y, activar factores de crecimiento, receptores de superficie y moléculas

de adhesión. (77)

Las MMP-2 y MMP-9 tienen actividad proteolítica, pueden escindir proteínas

de unión a IGF, activar TGF-β, degradar la colágena tipo IV y perlecan, liberar VEGF

y bFGF, respectivamente. Su expresión excesiva se ha relacionado con la transición

epitelio mesénquima (EMT) y migración celular, liberación de TGF-β activo con

efectos para degradar barreras físicas, inducir proliferación y regular positivamente

de la angiogénesis; además se ha relacionado con supresión de la reacción de los

linfocitos T contra las células cancerosas. (78) (Figura 5).

Figura 5. Funciones fundamentales de las MMP en la progresión del cáncer. La progresión
tumoral incluye además del crecimiento, los procesos de invasión, metástasis y angiogénesis, los
cuales pueden ser modulados por las MMPs. La expresión de MMPs en el microambiente tumoral
depende de las células cancerosas y de las células del estroma vecinas. El crecimiento tumoral y
la angiogénesis también dependen de la mayor disponibilidad de moléculas de señalización, como
factores de crecimiento y citosinas. Esto puede facilitarse a través de las MMPs ya que a través de
su actividad proteolítica de la MEC o de superficies celulares, puede liberar IGF, bFGF, VEGF,
EGF, TGF-α y HB-EGF. Las MMPs también modulan las interacciones célula-célula y célula-MEC
mediante las interacciones de la E-cadherina e integrinas, respectivamente, lo que afecta el
fenotipo celular favorenciendo la migración celular. Fuente: Gialeli et al., 2011. (78)
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CAPÍTULO 4.
ESTRÉS OXIDATIVO Y CÁNCER

El estrés oxidativo representa el desbalance entre la producción de radicales libres y

la habilidad para neutralizar esas moléculas oxidantes. La alta acumulación de ROS

y/o el bajo nivel de antioxidantes en las células provocan un desequilibrio en el

estado redox .79) Los radicales libres son generalmente especies reactivas de

oxígeno (ROS) y especies reactivas de nitrógeno (RNS) capaces de existir de forma

independiente.(80)

La producción de ROS es un proceso normal en todas las células, las cuales

son capaces de activar vías de señalización esenciales para la viabilidad celular, (81)

así como señales productoras de citocinas mediante el factor transcripcional NF-κB.

(82)

El exceso de ROS provoca daños en las proteínas, lípidos, carbohidratos, ADN y

ARN, lo que puede generar alteraciones genéticas en las células. Por otro lado,

niveles bajos y constantes de ROS son esenciales para diversas funciones

biológicas, incluida la supervivencia celular, el crecimiento celular, la proliferación, la

diferenciación y la respuesta inmune, así como para el desarrollo del envejecimiento

y de enfermedades inflamatorias, metabólica y neoplásicas, entre otras .(80, 83)

Las células cancerosas generan ROS elevadas debido a su mayor actividad

metabólica, estimulación oncogénica y disfunción mitocondrial (84). Las células

cancerosas incrementan su tasa metabólica, lo que genera la sobreproducción de

ROS. Al mismo tiempo, tienen una marcada capacidad antioxidante que ayuda a
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mantener el equilibrio redox. Recientemente, se ha prestado una gran atención a las

terapias contra el cáncer que inducen estrés oxidativo aumentando las ROS y/o

inhibiendo el nivel de antioxidantes.(85)

Dos fuentes principales de ROS en el cáncer son las mitocondrias y las

oxidasas de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH). En general, se cree

que los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial son responsables de

generar ROS, O2•
- y H2O2, entre otros. (86) La mitocondria, establece interconexiones

de señalización con otros organelos como el retículo endoplásmico (RE), aparato de

Golgi, lisosomas, melanosomas y peroxisomas. Estos organelos están involucrados

en múltiples funciones celulares como el tráfico de lípidos, la dinámica mitocondrial,

el flujo de calcio y el estrés en el RE. (87) (Figura 6).

Figura 6. Factores que promueven el estrés oxidativo y su efecto en el funcionamiento de las
células musculares. Fuente: Ábrigo et al., 2018. (81)
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4.1 Mecanismos antioxidantes

Existen diferentes mecanismos antioxidantes no enzimáticos como glutatión (GSH),

tiorredoxina (Trx) y melatonina y, mecanismos enzimáticos antioxidantes que

involucran enzimas como la superóxido dismutasa (SOD), la glutatión peroxidasa

(GPX), la glutatión reductasa (GR), la catalasa (CAT) y la hemooxigenasa (HO) . (88,

89) SOD tiene tres isoformas: SOD1 se localiza en el citoplasma; SOD2 se encuentra

en la mitocondria y, SOD3 se localiza en la matriz extracelular. Esta enzima es una

enzima antioxidante específica para el radical O2•
- y, cataliza la disminución de O2•

-

hacia H2O2) (89) La catalasa está presente en el citoplasma y la mitocondria(90) y

cataliza la conversión de H2O2 a H2O y O2
(91) La actividad enzimática de la catalasa

es muy elevada en el músculo esquelético sobre todo en las fibras glicolíticas

rápidas(92) La enzima GPx tiene gran afinidad hacia el radical H2O2, más que la

catalasa (89) Hay cinco isoformas de la GPx en mamíferos con diferente localización

celular y distintos sustratos. La GPx1 se localiza principalmente en el citosol y en la

matriz mitocondrial. La GPx3 está presente en el espacio extracelular (93) La GPx4 es

una enzima asociada a la membrana que se localiza parcialmente en el espacio

intermembranal de la mitocondria. La disminución en los niveles de antioxidantes en

respuesta a enfermedades puede llevar a un desbalance en el estado redox celular

generando estrés oxidativo (94, 95) (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismos antioxidantes. Fuente: Ábrigo et al., 2018. (81)
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cáncer infantil representa la principal causa de muerte por enfermedad entre los 5

y 14 años de edad. La mitad de los infantes que comienzan un tratamiento se cura

en 5 años. El 65% de los casos se diagnostican en etapas avanzadas de la

enfermedad. El rabdomiosarcoma (RMS) es una de las diez entidades malignas más

comunes durante la infancia y adolescencia. Representa aproximadamente el 3.5%

de las malignidades en niños de 0 a 14 años, y 2% entre adolescentes de 15 a 19

años. La incidencia es de 4.5/millón de niños y la edad media del diagnóstico es de 5

años. En México se estima una prevalencia de 0.1% (en niños menores de 15 años

es de 1/244,000).

El RMS se puede desarrollar en cualquier parte del cuerpo, incluso en lugares

donde normalmente no hay tejido muscular estriado y, tiene un riesgo alto de

recurrencia, extensión local a ganglios linfáticos y metástasis. La presencia frecuente

de deleciones y translocaciones favorece la metástasis y la resistencia a los

fármacos, reduciendo considerablemente la supervivencia. El tratamiento del RMS

se efectúa con una combinación de quimioterapia, radioterapia y cirugía. Debido a

los efectos deletéreos del uso de medicamentos se ha intensificado la búsqueda de

nuevas terapias más efectivas y menos agresivas para el organismo afectado.
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III. JUSTIFICACIÓN

El reciente uso de blancos subcelulares en las células cancerosas ha llevado

al desarrollo de drogas dirigidas hacia diversos componentes de las vías de

transducción que controlan el ciclo celular, apoptosis, angiogénesis e invasión. El

compuesto bis(acetylacetonato‐k2O,O′)(1,10‐phenanthroline‐k2 N,N′)Zn(II)

conocido como ZnCris -sintetizado en México-, forma parte de los compuestos de

coordinación que contienen como centro a metales de la primera serie de transición.

Se han reportado previamente las cualidades anti-proliferativas y pro-apoptósicas de

ZnCris en diversas líneas celulares de carcinoma, sarcoma y tumores cerebrales.

Asimismo, se ha encontrado que a diferentes dosis del fármaco en líneas celulares

normales (fibroblastos, células renales, mioblastos), éste no muestra efectos

deletéreos significativos. Se reportó recientemente que este compuesto de zinc

afecta la proliferación celular e induce muerte celular por apoptosis en dos tipos de

rabdomiosarcomas in vitro. Aunque se conoce que los compuestos de coordinación

ejercen un efecto importante a través de la generación de especies reactivas de

oxígeno, esto aún no ha sido reportado en el fármaco ZnCris, ni se ha documentado

si esto puede tener efecto sobre la migración celular.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto anti-migratorio del compuesto bis(acetilacetonato-k2

O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II) en rabdomiosarcomas (RD y RH30 ) in vitro y

la acción pro-oxidante del mismo.

V. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Determinar el efecto anti-migratorio del compuesto bis(acetilacetonato-k2

O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II) sobre las líneas celulares RD y RH30

mediante el ensayo de cierre de herida.

● Determinar los cambios en la expresión de las metaloproteasas MMP2 y

MMP9 con el compuesto bis(acetilacetonato-k2 O,O')(1,10-phenantrolina-k2

N,N')Zn(II) sobre las líneas celulares RD y RH30 mediante zimograma.

● Demostrar el efecto pro-oxidativo del compuesto bis(acetilacetonato-k2

O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II) sobre las líneas celulares RD y RH30

mediante el tratamiento con y sin el precursor de glutatión N-acetil cisteína.

VI. HIPÓTESIS

Si el compuesto de coordinación bis(acetilacetonato-k2 O,O')(1,10-phenantrolina-k2

N,N')Zn(II) muestra un efecto antineoplásico sobre las líneas celulares RD y RH30,

se observará disminución en la migración a las distintas dosis del fármaco en

cultivos celulares en monocapa.
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VII. MATERIALES Y MÉTODO

Tipo de estudio: Experimental.

7.1 Cultivo y expansión de células.

Se utilizaron las líneas celulares RD y RH30 (ATCC™) que corresponden a los RMS

subtipo embrionario y alveolar. Las células se mantuvieron en medio de cultivo

DMEM (Sigma Aldrich) suplementado con suero fetal bovino (ByProductos) al 10%,

penicilina G (60 mg/L) y estreptomicina (100 mg/L), en un gabinete de bioseguridad

Fisher (37ºC, 5% CO₂ y 95% de O₂).

7.2 Tratamientos.

Se formaron grupos de cultivos tratados con 0, 50, 75 y 100 µg/ml equivalente a 0,

0.112, 0.168 y 0.225 μmol/ml, respectivamente del fármaco bis(acetilacetonato-k2

O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II) disuelto en ácido acético al 0.1% y medio

DMEM (54). Paralelamente se formaron grupos de tratamiento con las mismas dosis

mencionadas del fármaco y se adicionó el atrapador de especies reactivas de

oxígeno N-acetilcisteína (10 mM) al inicio de cada experimento. Las condiciones de

incubación se mantuvieron como fue descrito previamente. Todos los experimentos

se realizaron por triplicado.
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7.3 Ensayo de cierre de herida.

Las células RD y RH30 se sembraron en placas de 6 pozos y se incubaron hasta

llegar a la confluencia. Para realizar el ensayo de cierre de herida, las monocapas

celulares se rasparon de forma lineal con puntas de pipeta de 200µL generando

zonas desprovistas de células, mismas que se observaron en el microscopio.

Después de colocar los diferentes tratamientos, se permitió a las células migrar al

área desnuda y se tomaron fotografías a las 0 y 24 horas en los grupos con y sin

tratamientos. Las imágenes se capturaron con el objetivo 20x. La distancia entre los

dos bordes de un área desnuda se cuantificó por triplicado mediante el programa

Image J (NIH).

7.4 Zimograma.

Se determinó la actividad de las MMP2 y MMP9 en las células RD y RH30 tratadas

con el fármaco y, con el fármaco más el antioxidante NAC. Las condiciones

experimentales se mantuvieron como fue descrito previamente (0, 50, 75 y 100

µg/ml equivalente a 0, 0.112, 0.168 y 0.225 μmol/ml) durante 24 horas.

Posteriormente, el medio de cultivo se recuperó y se mezcló con buffer de muestra

no reductor para ser corrido mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con

SDS al 10% (SDS/PAGE) en presencia de 1mg/ml de gelatina A y B correspondiente

al sustrato de la MMP2 y 9, respectivamente. El gel resultante de la corrida se lavó

en Tris 10mM (pH 8.0) que contenía Tritón X-100 al 2.5% y se incubó durante toda la

noche en un buffer de desarrollo a 37°C. Finalmente el gel se tiñó con azul
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Coomassie brillante y se decoloró hasta que la actividad gelatinasa fue identificable

como bandas claras.

7.5 Análisis estadístico

Los resultados se presentan como medias ± SD. Las diferencias entre grupos se

evaluaron mediante un análisis de varianza de una vía y las correcciones se hicieron

para comparaciones múltiples usando la prueba múltiple de Tukey. Las

comparaciones entre dos grupos se realizaron utilizando la prueba t de Student. Se

asumieron diferencias significativas con P <0.05.

7.6 Equipo, material y reactivos.

Equipo:

-Campana de flujo laminar, Thermo Scientific 1300 series A2.

-Centrífuga clínica Z 100 A Labnet.

-Microcentrífuga refrigerada Select Bioproductos.

-Microscopio Invertido Optika 500.

-Microscopio de luz Zeiss.

-Medidor de pH y electrodo de Ph (ORION).

-Micropipetas de distintos calibres (1000, 200, 100, 20 y 10 µL).

-Cámara de electroforesis y fuente de poder.

Material:

-Líneas celulares RD y RH30 (ATCC™)

-Placas de cultivo de 25 y 75 cm Corningᴿ.

-Tubos para centrífuga estériles de 15 ml.
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- Microtubos de 1.5μl estériles.

-Pipetas de poliestireno estériles de 5 y 10 ml CorningMᴿ.

Reactivos:

- bis(acetilacetonato-k2 O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II).

-Medio DMEM Sigma Aldrich.

-Suero fetal bovino (BY productos).

-Anfotericina B/estreptomicina (Sigma Aldrich).

-Tripsina-EDTA 0.25% (Sigma Aldrich).

-Bicarbonato de sodio (J.T. Baker).

-Cloruro de sodio (J.T. Baker).

-Buffers de pH (ORION).

-N-acetil cisteína (SIGMA-Aldrich).

-Agua desionizada MILLI-Q.

-Alcohol etílico 70% (J.T. Baker).

-Ácido acético (J.T. Baker).

-Anticuerpos: anti -MMP2 y -MMP9 (Santa Cruz).

-Poliacrilamida.

-SDS.

-Gelatinas A y B.

- Tris 10mM.

-Tritón X-100.

-Azul Coomassie brillante.
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VII. RESULTADOS

1. El fármaco bis(acetilacetonato-k2 O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II)
induce cambios sugestivo de daño y muerte en células RD y RH30 in vitro.

A las 24 horas de tratamiento con el fármaco bis(acetilacetonato-k2

O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II) a las dosis más altas indujo cambios

morfológicos sugestivos de daño celular en las células RD y RH30, tales como

reducción en el volumen celular (células picnóticas) e inhibición del contacto entre

ellas con el consecuente desprendimiento de las mismas.

Figura 8. Ensayo de cierre de herida. Fotografías tomadas en tiempo 0h y 24h. Nótese la morfología estrellada
(células RD) (A) o fusiforme (células RH30) (D) al inicio de los experimentos (0h)y, el efecto del fármaco ZnCris a
las 24h a las dosis de 75μg/ml (0.168 μmol/ml) (B y E) y 100μg/ml (0.225 μmol/ml) (C y F). Las células tratadas a
las dosis más altas se observan redondas y con un volumen marcadamente reducido, además de la pérdida de
contacto entre ellas. La presencia de células desprendidas fue un resultado común encontrado a las dosis más
altas.
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2. El fármaco bis(acetilacetonato-k2 O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II)
afecta la migración celular de rabdomiosarcomas in vitro.

Para determinar el efecto sobre la migración celular, se empleó el ensayo de cierre

de herida. Se observó que el fármaco tuvo efecto a partir de la dosis más baja

(50μg/ml; 0.112μmol/ml) en ambas líneas celulares. A las dosis de 75μg/ml (0.168

μmol/ml) y 100μg/ml (0.225 μmol/ml) fue evidente el desprendimiento de células que

flotaban en el medio de cultivo (Figuras 9 y 10). En la Figura 9 se les puede

observar en el espacio correspondiente a la herida.
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Figura 9. Ensayo de cierre de herida. Fotografías tomadas en tiempo 0h y 24h. Se observa daño celular,
desprendimiento de células, sin migración hacia la herida desde la dosis de 50μg/ml del fármaco ZnCris (RD) y,
efecto en la migración más notable a partir de la dosis de 75μg/ml (RH30).

Figura 10. Representación gráfica del porcentaje de reducción de la herida. En las líneas celulares RD
y RH30 se observó una reducción significativa de la recuperación de la herida en los grupos de
75μg/ml y 100μg/ml, lo que coincide con los cambios morfológicos y desprendimiento de células. Las
células RH30 mostraron una reducción más significativa en la dosis de mostraron efecto en la
migración más notable a la dosis de 75μg/ml, comparado con la línea celular RD. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado. Los histogramas muestran media ± SD. *P≤0.05.
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3. Efecto pro-oxidativo del fármaco bis(acetilacetonato-k2

O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II) determinado mediante el antioxidante

NAC.

El antioxidante N-acetilcisteína (10mM) se aplicó a los cultivos de células RD y RH30

crecidas en monocapa y tratadas con las dosis de 50μg/ml (0.112μmol/ml), 75μg/ml

(0.168 μmol/ml) y 100μg/ml (0.225 μmol/ml). Se observó el efecto protector del daño

celular a partir del antioxidante, dado que las células conservaron su morfología y no

hubo desprendimiento de células, conservando el contacto entre ellas.

No obstante, en la línea celular RD, a las dosis de 75μg/ml (0.168 μmol/ml) y

100μg/ml (0.225 μmol/ml) se aprecia una menor reducción de la amplitud de la

herida, respecto al grupo control (sin tratamiento) y el grupo de 50μg/ml

(0.112μmol/ml).

La línea celular RH30 muestra componentes con morfología conservada,

aunque las células no llenan el espacio de la herida desde la dosis más baja (Figura

11). Si se compara el efecto a esta misma dosis sin la NAC (Figura 9) y en

presencia de ésta, puede notarse cómo el antioxidante protege del daño evitando la

muerte de las células, pero no favorece la actividad migratoria de éstas a dosis más

altas. Estos resultados permiten sugerir el efecto pro-oxidante del fármaco

bis(acetilacetonato-k2 O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II), toda vez que la

presencia de NAC rescata a las células del daño y muerte celular.
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Figura 11. Ensayo de cierre de herida. Fotografías tomadas en tiempo 0h y 24h en células
tratadas con el fármaco ZnCris + NAC. Este último generó un efecto protector a las células RD y
RH30 tratadas con el fármaco ZnCris, lo que pudo evidenciarse a partir de las características
morfológicas conservadas de las células a las diferentes dosis del fármaco, además de la
presencia de células en el espacio de la herida.
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4. Efecto del antioxidante NAC en la actividad de las MMP2 y MMP9 en células

RD y RH30 tratadas con el fármaco bis(acetilacetonato-k2

O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II).

Como efecto derivado del papel protector del antioxidante N-acetilcisteína en células

tratadas con ZnCris, observamos que la actividad de las enzimas MMP2 y MMP9

incrementó de forma importante. Como puede apreciarse en la Figura 12, la

actividad gelatinasa MMP2 y MMP9 no mostró afectación significativa en presencia

del fármaco en las líneas celulares estudiadas. Sin embargo, la actividad gelatinasa

de ambas MMPs sí mostró cambios cuando el antioxidante NAC fue administrado.

En las células RD se aprecia que sin NAC hay mayor MMP2 activa que

inactiva, sin diferencias relevantes entre el grupo control y tratados. No obstante, en

presencia de NAC se incrementan tanto la forma inactiva como la MMP2 activa. En

las células RH30 hubo más pro-MMP2 que MMP2, sin ninguna diferencia relevante

en presencia del fármaco. Sin embargo, con NAC baja la forma inactiva (pro-MMP2)

y aumenta la forma activa, incluso en la dosis más alta de 100μg/ml (0.225 μmol/ml).

La pro-MMP9 y MMP9 no presentan cambios significativos en los grupos

control y tratados sin NAC en las células RD. No obstante, la forma inactiva

pro-MMP9 fue más baja en presencia del antioxidante, aumentando la forma activa

MMP9, particularmente a la dosis de 100μg/ml (0.225 μmol/ml). Este incremento fue

incluso mayor que el observado en el grupo control más NAC. Respecto a las

células RH30, la MMP9 fue menos activa en las dosis de 75μg/ml (0.168 μmol/ml) y

100μg/ml (0.225 μmol/ml) sin el antioxidante. Con NAC, la pro-MMP9 incrementa en

los grupos tratados, al igual que la forma activa MMP9 en el control y dosis de

50μg/ml (0.112μmol/ml). Aunque esta forma activa se redujo ligeramente a las dosis
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de 75μg/ml (0.168 μmol/ml) y 100μg/ml (0.225 μmol/ml), esta MMP9 activa fue

mayor que en los grupos tratados sin NAC.

Figura 12. Zimograma de MMP2 y MMP9 en células RD y RH30
tratadas con el fármaco ZnCris y el antioxidante N-acetilcisteína. En A y
B se aprecia el incremento de las formas activas de ambas MMPs en
presencia de NAC.
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VIII. DISCUSIÓN

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial por lo

que se busca desarrollar nuevos tratamientos que eliminen o inhiban los procesos

oncogénicos, sin generar tantos efectos secundarios o dañar el comportamiento

natural de las células del cuerpo.

En un estudio previo se reportó que el fármaco bis(acetilacetonato-k2

O,O')(1,10-phenantrolina-k2 N,N')Zn(II) o ZnCris produce células TUNEL positivas y

fragmentos constantes de DNA sugestivos de muerte celular por apoptosis (54). Como

ha sido sugerido por otros fármacos, entre ellos los compuestos de coordinación, el

posible mecanismo de daño irreversible e inductor de muerte celular podría estar

relacionado con la generación de radicales libres. (96)

En este trabajo se planteó conocer si el fármaco ZnCris podría tener efectos

sobre la capacidad de migración de las células, y si el efecto observado está

asociado con la inducción de moléculas pro-oxidantes. Para tal fin, se seleccionó el

antioxidante genérico N-acetilcisteína (NAC) que es una forma modificada del

aminoácido alimenticio cisteína, el cual rompe puentes de disulfuro y es utilizado

como agente mucolítico. NAC puede reaccionar con la mayoría de los oxidantes

radicales y no radicales típicos y, es un precursor para la síntesis de glutatión

reducido, el cual tiene efecto antioxidante y antiinflamatorio, además de regular la

respuesta inflamatoria e inmune a varios niveles, (97, 98) Los antioxidantes pueden

proteger a las células cancerosas de la muerte inducida por estrés oxidativo, lo que

acelera la progresión neoplásica. Entonces, el papel de las ROS para mantener el
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equilibrio redox en la célula cancerosa puede influir en el mantenimiento de la

expansión clonal en lugar de una mayor muerte celular. (99)Los ROS celulares se

generan en diferentes organelos como mitocondria, retículo endoplásmico y

sarcolema. Asimismo, la principal enzima involucrada en la generación de ROS bajo

condiciones fisiológicas y patológicas son la NADPH oxidasa y xantina oxidasa (XO)

(81)

Las células musculares esqueléticas tienen un metabolismo energético único

debido a su capacidad aeróbica y adaptación rápida a la anaerobiosis a corto plazo.

(84). El H2O2 puede generar radicales OH• en presencia de iones de hierro libres u

otros metales de transición, proceso conocido como reacción de Fenton. El OH•

reacciona inmediatamente con cualquier biomolécula resultando en más efectos

deletéreos asociados con el estrés oxidativo. En este sentido, el músculo esquelético

contiene de 10–15% del hierro total corporal –principalmente en la mioglobina y

mitocondria-, volviéndolo especialmente sensible al estrés oxidativo. (100) Como

resultado de sus propiedades metabólicas únicas, las células musculares tienen un

sistema de defensa antioxidante robusto para proteger el ADN, los lípidos y las

proteínas de los efectos nocivos del exceso de ROS. (84) El papel de las ROS en el

músculo parece contradictorio dado que los ROS pueden actuar como moléculas de

señalización en procesos normales como la regeneración y la reparación (101) y

promover la biogénesis mitocondrial durante el ejercicio, (102) pero los niveles locales

sostenidos de ROS pueden causar daño por estrés oxidativo (103) Aproximadamente

el 1–3% del oxígeno total utilizado por la mitocondria es incompletamente reducido y

se mantiene como ROS (104)
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En el presente estudio se demostró que el fármaco ZnCris puede generar

daño en células de rabdomiosarcoma in vitro mediante un mecanismo relacionado

con la generación de ROS. Este efecto pudo ser revertido mediante la

administración del antioxidante N-acetilcisteína. El retorno de las células cancerosas

hacia el equilibrio fue evidenciado mediante el mantenimiento de la morfología

celular, de la adhesión al sustrato y del contacto célula-célula, además del

mantenimiento de su capacidad migratoria. En esto último destacan los cambios

observados en la actividad de las enzimas MMP2 y MMP9. La agresividad de las

células tumorales depende de su capacidad para degradar y remodelar la matriz

extracelular debido a la capacidad para activar proteasas como el activador del

plasminógeno y las MMPs (105, 106) Las enzimas MMP2 y MMP9 tienen una

participación relevante como remodeladoras extracelulares, en especial en las

células tumorales (107). Las MMPs están estrechamente reguladas inhibidores

endógenos como las TIMPs, citocinas y factores de crecimiento (108). En el presente

estudio fue muy interesante encontrar que la MMP9 estaba particularmente activa en

células tratadas con el fármaco ZnCris más NAC. Recientemente se publicó que la

expresión de MMP9 limita la acumulación de ROS y el daño al DNA (109), lo que

podría explicar por qué observamos incremento en su actividad, como mecanismo

de defensa de la propia célula tumoral ante el daño que le representaba la presencia

del fármaco. En este sentido, se ha demostrado que la suplementación con

antioxidantes promueve la incidencia de tumores y la metástasis, no sólo en

modelos de cáncer en ratones, sino también en ensayos clínicos con antioxidantes

dietéticos.(110)
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CONCLUSIONES

Se comprobó que el complejo bis(acetilacetonato-k2 O,O')(1,10-phenantrolina-k2

N,N')Zn(II) o ZnCris tiene un efecto citotóxico significativo sobre la migración celular

y, que dicho efecto puede estar mediado por la generación de especies reactivas de

oxígeno. Esto último fue evidenciado por el efecto protector del antioxidante genérico

N-acetilcisteína (NAC) sobre las células tratadas con el fármaco.
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