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RESUMEN

Debido a que el cancer cérvico-uterino ocupa el segundo lugar en mortalidad
femenina por cancer en México y a que los tratamientos actuales causan diversos efectos
secundarios que reducen la calidad de vida de los pacientes, es necesario continuar la
busqueda de compuestos que sean capaces de eliminar células tumorales y tengan un
minimo efecto sobre células sanas. Por ello, en el presente trabajo se evalu6 el potencial
antitumoral in vitro de algunos compuestos heterociclicos de nueva sintesis y
considerando gque uno de los farmacos mas eficaces para el tratamiento de diversos tipos
de cancer es el cis-Platino, se evalué también la capacidad antitumoral in vitro e in vivo de
un complejo coordinado de cobre. Ademas, se realizaron pruebas de actividad
antioxidante y genotdxica a todos los compuestos considerados para este proyecto y
encontramos capacidades de actividad bioldgica diversa y selectiva entre ellos. Asi,
también en esta investigacion se encontré que algunos compuestos hetereciclicos de la
serie LQM300 tienen actividad citotdxica contra células tumorales de cancer cérvico-
uterino, son antioxidantes y no son genotéxicos, mientras que el complejo de cobre
LQM402, ademas de su actividad citotoxica, induce caracteristicas biolégicas de muerte
celular apoptotica, inhibe el desarrollo de tumores inducidos en ratones atimicos Nu/Nu,
promueve la expresion diferencial de genes asociados a tumor, tiene capacidad dual como
anti y pro-oxidante dependiente de la concentracion y tampoco es mutagénico. Por lo

tanto, los compuestos evaluados en este trabajo tienen potencial farmacolégico.



ABSTRACT

Cervical cancer is the second cause of mortality in women in Mexico. Current anti-tumor
treatments cause several side effects that reduce the quality of life for patients. Then, it is
necessary to continue searching for compounds capable of removing tumor cells and have
minimal effect on non-tumoral cells. In the present study, we evaluated the in vitro anti-
tumor potential of some newly synthesized heterocyclic compounds. Moreover, taking into
consideration that one of the most effective drugs for treatment of various cancers is the
cis-Platinum, we also evaluated the in vitro and in vivo antitumor capacity of a new
copper(ll) complex. Additional tests were conducted in order to evaluate the antioxidant
and genotoxic activities of the compounds included in this project. This research shows
that some heterocyclic compounds from the LQM300 series have cytotoxic activity against
tumor cells of cervical cancer, antioxidant activity on lipids, and have not genotoxic activity.
By the other hand, the copper complex LQM402 showed cytotoxic activity, induced
biological characteristics of apoptotic cell death on HelLa cells, inhibited the growth of
cervical tumors induced in Nu/Nu mice, promoted differential expression of tumor
associated genes, exhibited dual capacity as anti and pro-oxidant in a concentration-
dependent way, and was non-mutagenic on Ames and Micronucleus tests. Therefore, the

compounds tested in this thesis are pharmaceutically potential.
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1. INTRODUCCION

El cancer cérvico-uterino (CaCu) sigue siendo una de las principales causas de
muerte en mujeres a nivel mundial. Gracias a los métodos de diagndéstico temprano, el
namero de casos de incidencia y mortalidad por esta enfermedad se ha reducido y por lo
tanto ha pasado a ser la segunda causa de muertes por cancer en mujeres, después del
cancer de mama. Sin embargo, México tiene aun un elevado nimero de incidencia y
mortalidad.

A pesar de que el uso de la vacuna contra el Virus del Papiloma Humano (VPH,
principal causante de infecciones que conducen a CaCu) se esta introduciendo en los
sistemas de salud publica, ésta es una medida preventiva que tendra resultados efectivos
a largo plazo, por lo que para los casos en que ya existen lesiones neoplasicas o tumores
establecidos, la quimioterapia con cis-diaminodicloroplatino (cis-Platino) es uno de los
tratamientos de eleccién para el CaCu y aunque su costo es reducido, los efectos
secundarios adversos siguen siendo uno de los principales problemas de éste y otros
farmacos antineoplasicos disponibles. Por ello, ain continda la busqueda de nuevos
productos tanto de origen natural como sintético que tengan efectividad para destruir
células tumorales y que ocasionen un dafio minimo en células sanas.

En este proyecto de investigacion se evalud por primera vez el efecto citotoxico de
algunos compuestos nuevos de la serie LQM disefiados in silico en lineas celulares de
CaCu, asi como su potencial genotoxico y la capacidad de los mismos como antioxidantes
como primera etapa in vitro. Todos los compuestos mostraron diferente citotoxicidad y
selectividad en las células evaluadas y practicamente no mostraron ser genotoxicos, pero
mientras algunos compuestos de la serie LQM300 mostraron tener propiedades
antioxidantes, el Unico compuesto evaluado de la serie LQM400 (el complejo de cobre(ll)
LQM402) mostrd tener un efecto dual como antioxidante e inductor de peroxidacion
lipidica dependiendo de la concentracion.

En la segunda etapa de la investigacion, se eligié al complejo de cobre LQM402
para evaluar su capacidad de inducir algunas caracteristicas de muerte celular apoptética,
encontrando que existe la posibilidad de que este complejo induzca otro tipo de muerte

celular, ademas de apoptosis, ya que indujo la translocacién de fosfatidilserina en la

1
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membrana de células HelLa y ocasioné la salida de citocromo C mitocondrial en estas
mismas células, pero no activé a la caspasa-3, principal proteina efectora en la que
convergen las vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis.

En una tercera etapa, in vivo, se evalud la capacidad del complejo de cobre
LQM402 para inhibir el crecimiento de tumores inducidos con células HelLa en ratones
Nu/Nu hembras. Comparado con cis-Platino, LQM402 no logro inducir la reversion tumoral
a 20 dias de tratamiento, pero si mostré inhibir el crecimiento tumoral a partir del dia 16.
Las muestras de tumores de los animales tratados con el complejo LQM402 mostraron
una expresion diferencial de algunos genes involucrados en procesos tumorales
indicando, de manera general, que LQM402 tiene potencial para inhibir el desarrollo
tumoral al modificar negativamente la expresion de genes como Ki67, Integrina a8 y
Plexina-B.

Finalmente, en el estudio histopatolégico de muestras de higado, bazo vy rifién de
ratones con tumor inducido que fueron tratados con el complejo LQM402 o cis-Platino, se
demostré que LQM402 causd menos dafio en las estructuras tisulares de los tres érganos
mencionados, mientras que se confirmo el alto efecto nefrotoxico del cis-Platino, por lo que
se concluye que el complejo de cobre LQM402 tiene potencial como farmaco antitumoral

contra CaCu.
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2.0 MARCO TEORICO

2.1 CANCER

El cancer es un conjunto de condiciones en los que las células de un organismo
proliferan descontroladamente, puede considerarse como un proceso de microevolucion
gue se produce en una escala temporal de meses o afios en una poblacién de células del
cuerpo, y que a su vez, depende de los mismos procesos de mutacién y seleccién natural
que gobiernan la evolucion a largo plazo de todos los organismos vivos. El cancer resulta
de un largo periodo de latencia, durante el cual ocurren y se acumulan mutaciones que
con el paso del tiempo generan alteraciones en los mecanismos que regulan la
diferenciacion y la proliferacion de las células afectadas. El proceso neoplésico ocurre en
multiples etapas, es multifactorial y ocurre al azar (Alberts et al., 2002). Una célula normal
puede convertirse en cancerosa por su interaccion con agentes fisicos, quimicos o
biolégicos que inician a la célula en la progresién tumoral y le confieren una probabilidad
mayor de malignizacion. Al promoverse la division, la célula iniciada forma un foco
neoplasico benigno, el cual puede progresar hasta un fenotipo maligno (Figura 1). Esta
promocién no es controlada por las células tumorales y cualquier ventaja fenotipica es un
proceso totalmente aleatorio (Frias Gonzalez 2007).

Estudios realizados con virus que inducen tumores en animales permitieron la
identificacion de los oncogenes celulares y los genes supresores de tumores. A su vez, el
estudio de alteraciones en estos genes mostré que el cancer es en realidad una variedad
de diferentes enfermedades con caracteristicas fenotipicas y comportamientos similares;
entre ellos encontramos la proliferacién descontrolada, la resistencia a la apoptosis y la
posibilidad de invadir tejidos vecinos para diseminarse a 6rganos distantes de su tejido de

origen (Zentella et al. 2007).
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Agentes fisicos, quimicos -Apoptosis reducida

y bioldgicos -Activacion de oncogenes
-Inactivacion de genes
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Iniciacion
-Expansion clonal
Promocion -Agentes irritantes
-Carcindgenos no
genotoxicos
Neoplasia Progresion Neoplasia
maligna | benigna
-Alteracion genética

-Heterogeneidad clonal
-Angiogénesis
-Metastasis

Figura 1. Esquema de la progresion neoplésica.

2.1.1 Oncogenes

Particularmente, los oncogenes son versiones alteradas de genes normales cuyas
funciones son importantes para el control de la proliferacion celular, la apoptosis y la
diferenciacion celular. Al ser genes que codifican para elementos que normalmente activan
las vias de sefializacibn mitogénica, sus mutaciones generan productos génicos
permanentemente activos. Las versiones mutantes de los protooncogenes se denominan

oncogenes, siendo ras y myc, los mas frecuentes en la mayoria de los tumores humanos.

2.1.2 Genes supresores de tumor

Por su parte, los genes supresores de tumor promueven la formaciéon de un tumor
cuando existe una pérdida o inactivacion de éstos o de sus productos proteicos (Hahn and
Weinberg 2002). El representante mas frecuente de este grupo de genes es p53, ya que
las células que contienen mutaciones que inactivan la funcién de p53 no pueden detener
la progresion del ciclo celular ni la replicacion del ADN cuando esta dafiado. El resultado
es gue el material genético se replica con alteraciones cromosémicas, aumentando asi, la

tasa de acumulacion de mutaciones (Zentella et al. 2007).
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2.2 LAS MUTACIONES PUEDEN ORIGINAR CANCER

Un posible paso inicial para que una célula normal pueda generar cancer es la
alteracion de un gen que participa en la regulacion del ciclo celular. Esta alteracion puede
ocurrir por medio de mutaciones, que resultan en un aumento o disminucion en la
expresion de dicho gen (Yokota 2000). Una mutacion se define como cualquier cambio en
la secuencia de nucleétidos del ADN. Existen dos formas generales en las que pueden

ocurrir;

2.2.1 Mutaciones espontaneas

En general, la aparicibn de una mutacion es un evento poco frecuente, sin
embargo, pueden desarrollarse mutaciones sin la intervenciéon de un agente mutageno.
Las mutaciones espontaneas ocurren debido principalmente a errores en la replicacion del
ADN durante la divisiébn celular; sea que una base nucleotidica adopte una forma
tautomérica (isébmeros estructurales) infrecuente o que exista un cambio en el marco de
lectura. En este Ultimo caso, cuando existen secuencias cortas de nucledtido repetidos,
hay una eliminacion de segmentos de ADN que da lugar a la alteracion del marco de
lectura de codones. De manera general, la tasa de mutacion espontdnea en los
organismos eucariotas es de 2-12 x 10° mutaciones por gameto por gen. Dado que el
genoma humano contiene 100,000 genes, podemos predecir que de 1 a 5 gametos

humanos contienen una mutacién en algun gen.

2.2.2 Mutaciones inducidas

Este tipo de mutaciones ocurre como resultado de la exposicion a moléculas
conocidas como mutagenos que dafian de forma directa al ADN, ya sea alterando su
estructura quimica o interfiriendo en sus mecanismos de reparacion. Los mutagenos no
son especificos para un gen o grupo de genes pero en cambio introducen cambios al azar
en el genoma (Krebs et al. 2009).

Se dice que el cancer es multifactorial porque los factores o0 mutagenos que pueden
causar dafio al ADN y transformar una célula normal en cancerosa son muy diversos y

pueden pertenecer a cualquiera de las siguientes tres categorias:
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Mutadgenos bioldgicos (virus, bacterias y parasitos). Estos agentes contienen
elementos genéticos “transposables” que son secuencias de ADN capaces de
autoreplicarse en forma independiente del ADN al que pertenecen y poseen una
copia que puede moverse, brincar o translocarse a otro sitio en la misma molécula
de ADN (por ejemplo un plasmido). Estas secuencias pueden ser:

- Secuencias de insercion (elementos IS) que solo acarrean informacion genética
para transposicion.

- Transposones (Tn) que acarrean informacion genética adicional tal como genes

gue codifican para resistencia a antibiéticos.

Mutadgenos quimicos (arsénico o asbesto, entre otros). Estos agentes cambian la
estructura de las bases nitrogenadas y alteran sus propiedades de apareamiento
con otras bases, pueden ocasionar cambios en la viabilidad celular y en ocasiones
pueden ser corregidos. Entre los mutadgenos quimicos se encuentran los:

- Agentes desaminantes que remueven un grupo amino de una base.

- Agentes alquilantes que adicionan un grupo metil o etil a una base.

Mutagenos fisicos

- Radiacion ionizante. Rayos X y rayos gamma.

- Radiacion no ionizante. Luz UV que causa la formacién de dimeros de timidina
(unidn covalente de dos timidinas adyacentes sobre la misma hebra de ADN)
(Krebs et al. 2009).

Se ha establecido también que los cambios celulares pueden ser genéticos si
ocurrieron modificaciones en los genes (insercion, delecion, translocacién), células
germinales, o epigenéticos si el cambio no se da en el ADN sino en la expresion de
genes (metilacion, por ejemplo) (Krebs et al. 2009). De esta manera podemos entonces

clasificar a las mutaciones en tres tipos: Puntuales, genémicas y cromosomicas (Figura 2).



Frias GS Marco teorico

Tipos de mutaciones

VAR

Normal

&% B3 88
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v

Mutacién

—q311
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Cromosoma 5 Cromosoma 8

A B C

Figura 2. Tipos de mutaciones: Puntuales (A), Cromosdmicas (B) y Gendmicas (C).

2.2.3 Mutaciones Puntuales

Sustituciéon de bases. Cambio de un nucleotido por otro.
Delecion. Se pierde un nucleétido y no se sustituye.
Insercion. Se introducen nucledétidos que no deberian estar.

Inversion. Dos segmentos de nucleotidos se invierten e intercambian.

2.2.4 Mutaciones Cromosdmicas

Inversion. Inversion de un fragmento cromosémico.

Duplicacion. Un fragmento cromosomico se duplica, lo cual generalmente se asocia a una
delecién en otro cromosoma.

Translocacion. Es un cambio en la posicién de un fragmento cromosémico. Puede ocurrir
en un solo cromosoma, entre cromosomas homaélogos o entre cromosomas distintos (Loeb
and Loeb 2000).

2.2.5 Mutaciones Genomicas

Aneuploidia. Se afecta al numero de ejemplares de un cromosoma sin afectar al juego
completo (monosomias, trisomias, tetrasomias, etc).

Haploidia. Disminucion en el numero normal de juegos de cromosomas.

Poliploidia. Aumento en el nimero de juegos de cromosomas.
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Durante la progresion tumoral la acumulacion de mutaciones en diversos genes
lleva a la pérdida de regulacion en el metabolismo del ADN. Esta inestabilidad genética ha
sido estudiada extensamente y se ha demostrado que es comun que las células tumorales
presenten un gran numero de mutaciones a lo largo del genoma, las cuales se presentan

en forma aleatoria (Loeb and Loeb 2000).

2.3 LOS MARCADORES DE CANCER

En el afio 2011, Hanahan y Weinberg actualizaron su propuesta realizada por
primera vez en el 2000 sobre los principales marcadores del cancer que constituyen en
conjunto un principio organizador y l6gico para comprender la amplia diversidad de las
enfermedades neoplasicas. En dicha discusion esta implicita la nocién de que una célula
normal progresa hacia un estado neoplasico al adquirir ciertas caracteristicas que la
capacitan para volverse tumorigénica y en dltima instancia maligna, y aunque
anteriormente un tumor se consideraba como una masa de células en proliferacion, ahora
se entiende como un tejido complejo formado de distintos tipos celulares interaccionando
de forma heterotipica. Ademas, existen células no tumorales que son reclutadas por el
tumor para conformar el estroma y microambiente tumoral (Hanahan and Weinberg 2011).
A continuacion se describen brevemente las caracteristicas que identifican a las células

tumorales.

2.3.1 Sefializacién de proliferacion continua

Una de las principales caracteristicas de las células tumorales es mantener una
proliferacion cronica. Cualquier tejido normal controla cuidadosamente la produccion y
liberacion de sefales de crecimiento y proliferacion durante el ciclo de division celular
asegurando el mantenimiento y funcion de la arquitectura tisular, pero las células
tumorales son capaces de mantener esta sefalizacion mediante diferentes vias como la
produccion de sus propios factores de crecimiento resultando en una estimulacion
autocrina, elevando la cantidad de proteinas receptoras en su superficie o modificandolas
para facilitar la unién a cantidades limitadas del ligando o, alternativamente, enviando
sefales a células normales en el estroma asociado al tumor para estimular la produccion

de diversos factores de crecimiento (Hanahan and Weinberg 2011).
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2.3.2 Evasion de supresores de crecimiento

Las células cancerosas deben eludir los programas que regulan en forma negativa
la proliferacion celular. Muchos de esos programas dependen de supresores de tumores
qgue operan de diversas maneras para limitar el crecimiento y proliferacion celular y que se
han encontrado inactivados en canceres humanos o animales (por ejemplo aquellos que
codifican para las proteinas RB y TP53). El contacto célula-célula es otro mecanismo por
el que las células normales controlan la estructura tisular pero este fenomeno se ha
abolido en varios tipos de células de cancer en cultivo, mediante la inhibicion de genes
gue regulan a las moléculas de adhesion celular (por ejemplo el gen NF2) o desregulando
proteinas que ayudan a mantener la integridad tisular (por ejemplo LKB1) que, al inhibirlas,
hacen a las células susceptibles de transformacion inducida por mitdgenos (Hanahan and
Weinberg 2011). Mediante esta transformacion, las células llegan a ser independientes de
factores que normalmente necesitaban para su crecimiento y adquieren habilidad para
sobrevivir y proliferar en condiciones en las que normalmente no lo harian (Krebs et al.
2009).

2.3.3 Resistencia a muerte

La apoptosis es un mecanismo que por mucho tiempo ha sido considerado como un
proceso que se activa en respuesta a dafio al ADN y estrés celular generado por niveles
elevados de sefalizacibn oncogénica, por lo cual es muy importante en la terapia
antineoplésica. Sin embargo, diversas investigaciones reportan la atenuacién de este
mecanismo en aquellos tumores que logran progresar hacia altos grados de malignidad y
resistencia a la terapia. El proceso apoptético tiene un par de modalidades principales por
lo que involucra la participacién de una gran diversidad de proteinas que se mencionaran
posteriormente, pero por el momento es suficiente mencionar que las células tumorales
han desarrollado varias estrategias para superar la apoptosis entre las que se encuentran
la pérdida de funcibn de TP53, el incremento en la expresidbn de reguladores
antiapoptoticos (Bcl-2, Bcl-xL), la reduccion de factores pro-apoptéticos (Bax, Bim, Puma)

y el bloqueo de la ruta de muerte inducida por ligandos (Hanahan and Weinberg 2011).
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2.3.4 Inmortalidad replicativa

La inmortalizacion se refiere a la propiedad de proliferacién celular indefinida. Las
células eucariotas tienen como caracteristica fundamental un periodo de vida
preestablecido, cuyo crecimiento y division estan altamente regulados. Al limite del
namero de divisiones celulares se le llama "Limite de Heiflick" y es una propiedad que se
pierde en una célula que se torna cancerosa (Krebs et al. 2009). Mdltiples lineas de
investigacion indican que los telomeros que protegen los limites de los cromosomas estan
involucrados en la capacidad de proliferacion ilimitada. Es conocido que la longitud del
ADN telomérico indica cuantas generaciones o0 progenies pueden derivarse de un
cromosoma, ya que este ADN telomérico se va reduciendo en cada replicacion celular
porque la enzima encargada de adicionar segmentos repetidos a la region terminal del
ADN telomérico esta casi ausente. Sin embargo, las células cancerosas expresan niveles
significativos de telomerasa que extienden al ADN telomérico e incrementan la capacidad
replicativa (Hanahan and Weinberg 2011).

2.3.5 Induccién de angiogénesis

Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren nutrientes y oxigeno, asi
como rutas para eliminar sus desechos y didéxido de carbono. La nueva vasculatura
asociada a un tumor y que hace posible que se cubran esas necesidades se genera
mediante el proceso de angiogénesis. Este proceso se refiere a la dispersion de nuevos
vasos a partir de otros ya existentes. La formacion de nuevas células endoteliales y a su
ensamble en otros tubos (vasculogénesis) ocurre activamente durante la embriogénesis
pero posteriormente la vasculatura permanece en un estado quiescente. Durante el estado
adulto, la angiogénesis se reactiva local y temporalmente en procesos fisiolégicos como la
reparacion de tejido durante el ciclo reproductivo femenino. En contraste, la angiogénesis
es activada y permanece practicamente activa durante la progresion tumoral ocasionando
que la vasculatura extienda nuevos vasos hacia el tumor para proporcionar nutrientes al
tejido canceroso en expansion (Hanahan and Weinberg 2011). La activacion de la
angiogénesis en este caso es promovida por la comunicacion quimica célula tumoral-
célula endotelial en la que participan inductores como el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) (Frias Gonzalez 2007).
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2.4 METASTASIS

Durante la progresion del cancer se van generando clonas celulares que pueden
tener mas o menos ventajas que otras para sobrevivir y proliferar en su microambiente.
Por lo tanto, dentro de un tumor existe una seleccion que favorece a las células mas aptas
gue por lo general han perdido en mayor proporcién las caracteristicas del tejido de origen.
La progresion de una hiperplasia a un cancer metastasico resulta de las mutaciones en el
genoma de la célula tumoral y la seleccién que ejerce el microambiente tisular donde se
desarrolla. Al aumentar el numero de células, el tumor empieza a incrementar su volumen.
Esto es resultado y a la vez uno de los tres principales fendmenos que sufren las células
durante su progresion a célula tumoral: Inmortalizacion, transformacion y metastasis
(Kerbel 2000).

La metastasis describe la etapa en la cual la célula cancerosa desarrolla la
capacidad de romper las laminas basales que las mantienen contenidas. Es entonces
cuando comienzan a invadir el tejido circundante pudiendo llegar hasta el torrente
sanguineo (intravasacion), lo cual significa moverse de su lugar de origen para establecer
una nueva colonia en otra parte del cuerpo (Krebs et al. 2009). Se considera que la
capacidad de las células tumorales para separarse de un tumor primario, sobrevivir y
migrar hacia otros tejidos es una caracteristica que emerge de una subpoblacion de
células presentes en el frente del tumor original (Figura 3). Diversas evidencias soportan la
idea de que dichas células evolucionan de manera independiente (Ansieau et al. 2008).

El proceso metastasico consiste de una serie de pasos secuenciales por los que
avanzan las células tumorales. Entre los eventos que ocurren durante la metastasis se
encuentran la dispersion de las células tumorales (Johnson 1999), incremento de la
motilidad y capacidad de invasion (Brakebusch et al. 2002, Sheetz et al. 1999), evasion del
sistema inmune (Lang et al. 2006), paro o restriccion por tamafio en los vasos capilares,
extravasacion, y finalmente establecimiento de la metastasis (Chambers et al. 2002).

Aungue otros eventos como la angiogénesis son necesarios para la sobrevivencia
del nuevo tumor secundario (Gupta and Zhang 2005). Durante estas diversas fases
sobreviviran las células tumorales que tengan las caracteristicas fisicas y moleculares que
les permitan superar las limitaciones propias del camino que recorren y es importante

resaltar que las células cancerosas no presentan comportamientos que no estén

11



Frias GS Marco teorico

codificados en el genoma, sino que simplemente los presentan fuera de tiempo y del lugar
para el que estan fisioldgicamente programados.

Tumor primario
RS /
g . . .
e Células epiteliales
— N normales
\_“
el ) v
Y o
Membrana bagél !
Célula =T .+~ Revestimiento
tumoral ! endotelial
invasiva % Vaso sanguineo |
' [~ Membrana
basal
Célula metastasica
en circulacion

 Figura 3. Proceso metastasico.

2.5 EVASION DEL SISTEMA INMUNE

Desde que las células se tornan cancerosas y una vez que logran alcanzar el
torrente sanguineo o linfatico, dependen de una exitosa evasion del sistema inmune, ya
qgue éste es capaz de detectar y destruir a las células transformadas. Existe un nimero
cada vez mayor de reportes que resaltan la funcion antitumoral del sistema inmune, y el
papel activo que juega en la supresion del crecimiento de tumores tempranos.

Lang y colaboradores (2006) proponen seis mecanismos de escape caracteristicos
de las células tumorales. Estos incluyen la alteracion de la maquinaria procesadora de
antigenos, factores solubles inmunosupresores, microvesiculas y exosomas derivadas del
tumor, contra-ataque tumoral, fusion celular y desarrollo de la metéastasis.

Dentro de la maquinaria procesadora de antigenos, la presentacion de antigenos
via moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) es crucial para una
respuesta inmune adecuada. Las alteraciones en el procesamiento y presentacion de
antigenos es un mecanismo usado comunmente por los virus para evadir el sistema
inmune del hospedero. De manera similar, la pérdida o regulacion negativa de moléculas
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de clase | del CMH es un mecanismo frecuentemente utilizado por los tumores para
escapar del reconocimiento y destruccién por parte de los linfocitos T citotdxicos.

Otro mecanismo de escape tumoral es el uso de factores solubles
inmunosupresores. Estos factores se han hallado en ratones experimentales a los que se
les han inducido tumores y en pacientes con sistema inmune disminuido por presencia de
cancer. Aparentemente, las respuestas deficientes del sistema inmune en dichos
pacientes se atribuyen a la secrecion de citocinas inmunosupresoras, como la interleucina-
10 y TGF-B (factor de crecimiento transformante beta). La primera es una citocina que
regula la diferenciacién, maduracion y estado funcional de las células dendriticas. La
segunda es una molécula que inhibe la activacion, proliferacién y actividad de los linfocitos
T. EI TGF-B se encuentra frecuentemente en altos niveles en tumores malignos y se
asocia tanto con un mal prondéstico, como con la pérdida de la respuesta del tumor a la
inmunoterapia.

Desde hace més de 25 afios se describio la habilidad de los tumores para liberar o
cubrirse de vesiculas de membrana o exosomas. Existen estudios donde se ha
encontrado en comun el antigeno asociado a tumores FasL en microvesiculas presentes
en fluidos corporales de pacientes con cancer colorectal, tumores de ovario o carcinoma
de células orales. FasL induce apoptosis de células T activas, lo cual puede jugar un papel
significativo en la eliminacion del componente mas efectivo de la respuesta antitumoral y
provee ademas una explicacion a la apoptosis espontanea de las células T en la
circulacion periférica de pacientes con cancer.

FasL también est& involucrado en el contra-ataque tumoral. La expresion de esta
molécula por parte de los tumores implica que las células cancerosas son asi mismo
resistentes a la muerte celular inducida por FasL. Existen evidencias que sugieren que la
expresion de esta molécula es relevante para la progresion tumoral y la formacion de
metastasis. Algunos estudios muestran que la expresion de FasL estd asociada con
metastasis a nodos linfaticos. Estos hallazgos indican la participacion de dicha molécula
en la evasion inmune, progresion tumoral y metastasis desarrollada al promover la
sobrevivencia de las células tumorales en sitios hostiles inmunolégicamente, asi como por
la induccion de apoptosis en las células normales vecinas al tumor, lo cual facilita la

invasion de las células tumorales (Lang et al. 2006).
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El concepto de fusién celular no es nuevo, pero ha resurgido bajo los aspectos de
iniciacion y desarrollo del cancer. Los conceptos que se discuten incluyen la iniciacion del
cancer por transformacion de células troncales y la fusion de éstas con las células
tumorales. Las células troncales pueden ser atraidas hacia el tejido tumoral por sefales
inflamatorias o de regeneracion de tejido. Por su parte, las células troncales derivadas de
la médula désea son moviles y no residentes, tienen una baja restriccion tisular y
sobreviven tanto en ambientes asociados a un tejido sano como en ambientes asociados a
un estado patoldgico. Después de fusionarse con otras células, las células troncales son
capaces de transferirles algunas de sus caracteristicas, lo cual puede promover un estado
de desdiferenciacion, incluyendo un incremento en la proliferacion, sobrevivencia, invasion
y evasion inmune. Las células neoplasicas pueden adquirir ademas otras caracteristicas
del sistema inmune tal como la capacidad de migracién activa y quimiotaxis. Por lo tanto,
la fusion celular es un mecanismo celular para el cambio de fenotipo y funcién, que bien
puede resultar en una aceleracion de la progresion del cancer (Lang et al. 2006).

El desplazamiento fisico y dispersion a diversos tejidos del cuerpo por parte de las
células de un tumor primario puede, en ocasiones, haber superado un estado de latencia
antes del desarrollo de una masa tumoral secundaria. Aun no esta claro como se inicia el
proceso metastatico pero hasta el momento se han sugerido tres teorias. Una de ellas
postula que el potencial metastasico de un tumor se basa en alteraciones genéticas en la
tumorigénesis temprana. Otra de las hipotesis afirma que los factores interno-ambientales
tales como citocinas y neurotransmisores funcionan como iniciadores de la actividad
migratoria de las células tumorales, de manera similar a la regulacién de la migracion
leucocitaria. La tercera hipoétesis sugiere que las células tumorales adquieren su potencial
migratorio a partir de la fusion con células troncales de origen mieloide. Donde la fusién o
las alteraciones genéticas son quienes proveen a la célula tumoral del fenotipo migratorio,
mientras que los factores interno-ambientales son los ultimos iniciadores de la actividad

metastasica (Lang et al. 2006).

2.6 INFLAMACION, UN EVENTO ASOCIADO A CANCER Y METASTASIS
La angiogénesis y la infiltracion de células inmunes se han asociado también a

eventos inflamatorios y carcindgenos. Por una parte, el ambiente inflamatorio que rodea a
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un tumor puede favorecer el rompimiento de la membrana basal, un proceso requerido
para la invasion y migracion de células tumorales. Ademas, las células tumorales pueden
producir citocinas y quimiocinas para atraer células inmunes y facilitar tanto la evasion del
mismo sistema inmune, como su establecimiento y desarrollo. Por otra parte, el
incremento de macrofagos asociados a un tumor (TAM) se asocia a un mal prondstico, ya
gue éste contribuye al desarrollo del tumor a través de diversos mecanismos. Uno de ellos
es la liberacion, por parte de los TAM, de IL-10 y prostaglandina E;, los cuales suprimen la
respuesta antitumoral. Otro es la facilidad que tienen los TAM de liberar factores
angiogénicos como VEGF, EGF, endotelina-2 y activador de plasminégeno que
promueven el crecimiento tumoral. Los TAM también pueden facilitar la invasion de las
células tumorales al liberar metaloproteinasas de matriz e inducir la produccién del Factor
de Necrosis Tumoral alfa (TNFa) y la enzima Oxido Nitrico Sintasa inducible (iNOS) (Lu et
al. 2006).

2.7 MOLECULAS PARTICIPANTES EN LA RELACION INFLAMACION-CANCER-
METASTASIS

2.7.1 Moléculas de adhesion celular

Las células que poseen capacidades invasivas y metastasicas presentan
alteraciones en la expresion de diferentes clases de moléculas de adhesién que median el
anclaje celular a su microambiente. Las proteinas afectadas incluyen moléculas de
adhesion célular (CAMs), principalmente miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas y miembros de la familia de las cadherinas, cuya funcién es regular las
interacciones célula-célula. Todas estas interacciones de adhesion convergen en vias de

sefalizacion reguladoras en la célula (Aplin et al. 1998, Campbell et al. 1998).

2.7.2 Integrinas

Los distintos microambientes invadidos influyen en las respuestas de las células
malignas. De acuerdo con esto, la colonizacién exitosa de estos nuevos sitios, tanto
distantes como locales, requiere de una adaptacion que es lograda a través de cambios en

el espectro de las subunidades de las integrinas, las cuales son expresadas por las células
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invasoras (Lukashev and Werb 1998, Varner and Cheresh 1996). Las células de
carcinoma facilitan la invasién mediante un cambio en la expresion de sus integrinas, que
son responsables de las interacciones célula-matriz extracelular. Asi, por ejemplo el
cambio de integrinas a1B2 que se unen a la matriz constitutiva de la lamina basal cambia
por integrinas o3Pl y avp3 preferencialmente a los nuevos componentes de matriz
extracelular generados por proteasas extracelulares de las células invasivas (Lukashev
and Werb 1998, Plantefaber and Hynes 1989).

2.7.3 Citocinas

Se ha demostrado que diversos miembros de las citocinas quimioatrayentes —mas
conocidas como quimiocinas— y sus receptores, participan de manera importante en pasos
criticos de la tumorigénesis y/o metastasis. Las funciones de las quimiocinas se han
detallado en los leucocitos, ya que éstos usan estas proteinas para detenerse en los vasos
sanguineos inflamados y como guia hacia sitios especificos de inflamacion. In vivo, la
activacion de integrinas dependiente de quimiocinas resulta en una limitacion firme de
leucocitos en la superficie luminal de los vasos sanguineos, principalmente para la
diapedésis de estas células en los tejidos inflamados (Kakinuma and Hwang 2006). Las
quimiocinas son también producidas por las células endoteliales en respuesta a moléculas
involucradas en la reaccion inflamatoria, inmunidad y trombosis. Los inductores de
guimiocinas incluyen citocinas pro-inflamatorias como las interleucinas IL-1, IL-4, IL-13, IL-
17, TNF, productos bacterianos, lipoproteinas de baja densidad (LDL) ligeramente
modificadas, trombina, fibrina, histamina e incluso la hipoxia (Mantovani et al. 1997).
Existe evidencia de que la respuesta inmune del hospedero mediada por células es
importante para el curso de una infeccion. En esta respuesta participan linfocitos T
citotoxicos en cooperacion con células presentadoras de antigeno, monocitos y células
dendriticas. Todas ellas liberan citocinas que influencian la sintesis y acciones de otras en
una red inmuno-reguladora de citocinas. La observacion de un patrén de citocinas en el
plasma de mujeres positivas para VPH durante la carcinogénesis de cancer cervical en
estadio Il de una neoplasia cervical intraepitelial (NCI) ha permitido asumir que cambios
significativos en la inmunocompetencia de leucocitos circulantes se encuentran

involucrados en el desarrollo de la displasia cervical hacia el cancer cervical, lo cual ha
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sido demostrado al hallar cambios importantes en la cinética de liberacion de citocinas en
sangre de mujeres con displasia cervical con progresion a NCI 1l y NCI lll (Bais et al.
2007).

Las citocinas han demostrado tener valor como potenciales marcadores tumorales
especialmente atiles en el prondstico y monitoreo del tratamiento. Cambios metabdlicos y
en el sistema inmune acompafan al crecimiento tumoral, en los que un numero de
citocinas como IL-1, IL-6 y el factor de necrosis tumoral (TNF) se han visto sobre-
producidos durante la reaccion de fase aguda. Por ejemplo, a principios de los 90's se
encontré una elevada cantidad de IL-6 en un significativo porcentaje de pacientes con
cancer de diversos tipos, entre ellos renal, cervical, de vejiga, estbmago y ovario (Kotowicz
et al. 2008).

2.8 PARTICIPACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN CANCER

Las especies reactivas de oxigeno (EROSs) incluyen radicales libres generados
como subproductos del metabolismo celular, entre ellos se encuentran el anién superoxido
(027°), el radical hidroxilo (*OH) y el 6xido nitrico (NO), los cuales pueden promover
eventos de proliferacion y diferenciacién celular cuando se encuentran en cantidades
moderadas, pero en exceso, estas especies se consideran los responsables de la mayoria
de alteraciones en las macromoléculas, a lo que se le conoce como estrés oxidativo.

El incremento en la produccion de EROs depende de diversos mecanismos tales
como la activaciéon de oncogenes, metabolismo alterado, disfuncion mitocondrial y pérdida
de p53 funcional. Las citocinas y factores de crecimiento también estimulan la produccién
de especies reactivas para llevar a cabo sus efectos biolégicos. Y adicionalmente, células
como macrofagos y neutrofilos son productores de EROs (Barrera 2012).

El estrés oxidativo se ha asociado a dafio celular en patologias como diabetes
mellitus, aterosclerosis, cancer, enfermedad de Parkinson, Alzheimer y al proceso de
envejecimiento (Gupte and Mumper 2009). También es importante considerar que muchas
de las displasias que desencadenan cancer surgen en sitios de irritacion, infeccion o
inflamacion crénica (Barrera 2012). En el caso del cancer, las células tumorales tienen un
metabolismo mas activo comparado con células normales, y recientemente se han

encontrado niveles altos de EROs en células de muchos tipos de cancer, por lo que se
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considera que un tumor es mas susceptible y sensible a cambios en el balance de
oxidacion — reduccion (Serment-Guerrero et al. 2011). Sin embargo, estos niveles altos de
EROs que en células normales podrian causar muerte, son insuficientes para causar
apoptosis o0 necrosis en las células tumorales. Ademas, las células tumorales presentan
alteraciones que reducen los niveles de sus enzimas antioxidantes como superoxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa, glutation reductasa, catalasa y peroxiredoxina
sugiriendo una adaptacion al estrés oxidativo (Barrera 2012, Gupte and Mumper 2009).
Como ya se menciond anteriormente, la presencia de bajos niveles de EROs se
considera normal, pero estos pueden modificar funciones celulares dependiendo de su
concentracion. Cuando se trata de dafio, un ligero incremento puede producir arresto
celular transitorio en las fases G1, S o G2 del ciclo celular; pero un incremento
desproporcionado, generalmente inducido por quimioterapia, agota las proteinas
antioxidantes de las células induciendo un arresto permanente del ciclo celular que
finalmente termina en senescencia o apoptosis (Barrera 2012). Los principales blancos de
las EROs que pueden ser afectados negativamente son el ADN, la membrana mitocondrial
interna —promoviendo la pérdida de reservas de ATP-, y los fosfolipidos de membrana —
con la iniciacién de la peroxidacion lipidica-, cuya alteracion puede conducir a muerte

celular por apoptosis (Gupte and Mumper 2009).

2.8.1 EROs y ADN

El estrés oxidativo que induce dafio al ADN puede afectar cadenas dobles o
sencillas y activar los puntos de chequeo del ciclo celular para producir arresto en las
fases previamente mencionadas inducido generalmente por un estimulo negativo de las
proteinas reguladoras del ciclo celular p21 y p16. Si los procesos de reparacion no pueden
superar la cantidad de dafo, se activa la senescencia celular mediada por las proteinas
p53 y Rb. El estrés oxidativo también provoca la oxidacion de las terminaciones
teloméricas, lo que hace a los tel6meros mas susceptibles de fragmentarse e incrementa
su velocidad de desgaste, o bien, se suprime la actividad de la telomerasa conduciendo a

una senescencia prematura (Barrera 2012).
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2.8.2 EROs y membrana mitocondrial

Sefiales de estrés como la privacion de nutrientes puede causar la liberacion de
factores proapoptéticos independientes de caspasas mediada por la accién de proteinas
de la familia Bcl-2 (Bax y Bak) por parte de la mitocondria. Al activarse esta via apoptotica,
el citocromo C es liberado hacia el citoplasma e inicia la activacién de caspasas. La via
extrinseca de la apoptosis puede converger en la via mitocondrial mediante la activacion
de receptores de muerte y la subsecuente escision de Bid, este otro miembro de la familia
Bcl-2 promueve la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa con lo que
ademas de la liberacion de citocromo C, también se liberan otros factores proapoptéticos.
La mitocondria per se ademas es capaz de producir EROs y entrar en un estado de estrés
oxidativo que conlleva a la apoptosis y que se mantiene durante el proceso (Pajusto et al.
2005).

2.8.3 EROs y peroxidacién lipidica

Muchas de las patologias asociadas al estrés oxidativo resultan de la peroxidacion
de lipidos derivada de dicho estrés. Las especies reactivas antes mencionadas pueden
alterar la bicapa de las membranas y ocasionar la peroxidacion de acidos grasos poli-
insaturados generando el radical lipoperoxil (LOO®) por la extracciébn de un carbén
metileno, LOO® reacciona con otro lipido para producir un radical lipidico e hidroperéxido
lipidico (LOOH). Los LOOHs son muy inestables y capaces de generar nuevos peroxilos y
radicales alcoxi y descomponer productos secundarios, en su mayoria aldehidos
(malonaldehido, hexanal, 4-hidroxinonenal o acroleina). Esta fragmentacion de lipidos y la
formacion de compuestos reactivos pueden desencadenar cambios en la permeabilidad y
fluidez de la bicapa lipidica y alterar la integridad celular. Aunque el aumento de EROs se
ha demostrado en la mayoria de los tipos de céancer, la concentracion de productos
derivados de la peroxidacion de lipidos es aun materia de debate (Barrera 2012, Gupte
and Mumper 2009).

2.9 TIPOS DE MUERTE CELULAR
La trasformacién maligna de las células normales consiste en la adquisicién

progresiva de una serie de cambios genéticos especificos que actlan desobedeciendo los
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fuertes mecanismos de auto-reparacion celular que existen en todas las células sanas.
Entre estos mecanismos se incluyen la regulacién de la transduccion de sefiales, la
diferenciacion celular, la reparacion de ADN, la progresion del ciclo celular, la
angiogénesis y la apoptosis. Por su parte, las células cancerosas responden a las terapias
por diferenciacion (lo cual es frecuentemente un proceso irreversible asociado a la
inhibicion de la proliferacion y remocidn apoptética), arresto de la proliferacion (el cual, en
el caso de la senescencia, es indefinido), o muerte celular. Entre los tipos de muerte
celular, la necrosis y la apoptosis son los mas comunmente encontrados y por

consiguiente los méas estudiados.

2.9.1 Necrosis

En algunos casos, las células tumorales pueden morir por necrosis. Este proceso
aparentemente comienza con una incapacidad de las células para mantener la
homeostasis, dirigiéndolas a una pérdida de la permeabilidad de la membrana y la
consiguiente entrada de iones extracelulares y agua, o que causa la expansion de la
célula y organelos previo a la ruptura de la membrana (Williams 1991). El contenido celular
es liberado en el espacio intercelular y existe autofagia (secuestro de grandes partes del
citoplasma en vacuolas autofagicas). Este proceso puede ocurrir como resultado de una
catastrofe mitética (discernible morfolégicamente por multi- o0 micronucleaciéon y/o arresto
mitotico previo a la apoptosis) (Zitvogel et al. 2008). Debido a la lisis celular, los contenidos
citoplasmicos -incluyendo enzimas lisosomales- son liberados al fluido extracelular. Por
este motivo, la necrosis es asociada con un dafio excesivo a los tejidos lo que puede

originar una respuesta inflamatoria (Zong and Thompson 2006).

2.9.2 Apoptosis

La muerte de células tumorales ocurre usualmente por apoptosis, un estereotipado
patron de cambios morfolégicos que involucra la condensacion de cromatina,
fragmentacion nuclear, contraccion del citoplasma, invaginacion de la membrana
plasmatica y la desintegracion final de la célula en cuerpos apoptéticos rodeados de
membrana (Figura 4). Estos cambios son raramente vistos in vivo debido a que las células

gue estan en este proceso de muerte celular son reconocidas y engullidas por células
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vecinas antes de entrar en las fases tardias del proceso apoptoético (Zitvogel et al. 2008).

Apoptosis
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Figura 4. Muerte celular programada.

2.9.2.1 Vias Apoptéticas

Las sefiales de muerte pueden originarse de dos maneras. Una de ellas es
mediante la via extrinseca o citoplasmatica a traveés del receptor de muerte Fas (miembro
de la superfamilia del TNF) que participa en el mantenimiento de la homeostasis. La otra
via es la llamada via intrinseca o mitocondrial que ocurre cuando ciertos estimulos
conducen a la célula a liberar citocromo C y, por consiguiente, a activar sefiales de
muerte. Los estimulos pueden ser externos o internos (como dafio al ADN) (Degterev et al.
2003, Fulda and Debatin 2006, Ghobrial et al. 2005).

2.9.2.1.1 Via Extrinseca de la apoptosis

En la superfamilia TNF, los receptores de muerte forman un subgrupo que incluye
mas de veinte proteinas con funciones de regulacion de muerte celular y de diferenciacion
o regulacion del sistema inmune. Estos receptores de muerte se caracterizan por poseer
un dominio extracelular que contiene residuos ricos en cisteina y un dominio intracelular
denominado dominio de muerte (DD) de alrededor de 80 aminoacidos. EI DD es
importante para transmitir sefiales apoptoticas desde la superficie celular hacia el interior
de la célula (Fulda and Debatin 2006, Ghobrial et al. 2005). Cuando el ligando se une, los
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receptores de muerte interactian a través de sus dominios de muerte con los
correspondientes dominios proteicos de moléculas adaptadoras como FADD (Dominio de
muerte asociado a Fas), que a su vez poseen un segundo dominio de interaccion en el
extremo N-terminal denominado dominio efector de muerte (DED) y que facilita la union al
predominio DED de la procaspasa-8. Estos componentes forman el complejo de induccién
de muerte (DISC) que activa a la caspasa-8 a través de un mecanismo de dimerizacion
inducido por proximidad. En este punto, una alta concentracion de la caspasa-8
dimerizada promueve su activacion de manera autocatalitica y la subsecuente activacion
por escision de proteinas efectoras (como procaspasa-3) lo cual resulta en su activacion y
ejecucion de la muerte celular (Ghobrial et al. 2005, Shi 2004).

Los ligandos del receptor Fas comunmente existen como trimeros, se unen y
activan a sus receptores induciendo la trimerizacion del receptor. Una vez activados, los
receptores reclutan y activan moléculas adaptadoras que poseen un dominio de muerte
que reclutan la procaspasa 8 al complejo receptor, donde ésta sufre una activacion
autocatalitica. La caspasa 8 activada actua sobre la caspasa 3 a través de dos rutas, la
mas compleja es donde la caspasa 8 escinde a la proteina que interactia con Bcl-2 (Bid) y
su region COOH- terminal es translocada a la mitocondria donde activa la liberaciéon del
citocromo C. El citocromo C liberado se une al factor activador de la proteasa apopléctica-
1 (Apaf-1) junto con dATP y procaspasa 9 en donde esta es activada. La caspasa 9
activada escinde a la procaspasa 3 para activarla. La otra ruta es en la que la caspasa 8
escinde directamente a la procaspasa 3 activandola. Por su parte, la caspasa 3 rompe al
factor de fragmentacién (DFF) 45 en un factor heterodimérico de DFF40 y DFF45. El
fragmento DFF45 se disocia de DFF40 induciendo la oligomerizacion de DFF40 que posee
actividad. El oligobmero DFF40 activo causa la fragmentacion internucleosomal del ADN, lo
cual es uno de los marcadores apoptoticos de la condensacion de cromatina (Figura 5)
(Lee E. W. et al. 2012).

22



Frias GS Marco teorico

w Ligando Fas

*~"Receptor Fas Estimulo apoptético hoat=1
g A0
Bax Bad Bin

Procaspasa 8 —po!-2, Bol=X| ATP/ATP
aig 914 C terminal l e 2
G\_/ ) = o —p-ooo-p-

L

S
Caspasa 8 Procaspasa 3 o O
~— 8= o =
¥ aspasa 9 O

Caspasa 3

Prul:as asa 9
ll Fragmentos
DFF 45

Nicleo

Clhgomeru
de DFF 40

Fragmentacidn
de DNA

Figura 5. Pasos y proteinas que participan en la via extrinseca de la apoptosis.

2.9.2.1.2 Via Intrinseca de la apoptosis

En esta via también conocida como via mitocondrial, la activacion de las caspasas
se relaciona con la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa mediante
proteinas proapotoéticas de la familia Bcl-2. Diversos estimulos citotoxicos y sefales
proapoptoticas convergen en la mitocondria para inducir dicha permeabilizacion, la cual
esta regulada no soélo por las proteinas de la familia Bcl-2 sino también por lipidos
mitocondriales, proteinas que regulan el flujo metabdlico y componentes que brindan
permeabilidad a los poros de membrana. Al permeabilizarse la membrana mitocondrial
externa, un nimero de proteinas normalmente encontradas en el espacio intermembranal
de la mitocondria son liberadas al citosol. Estas proteinas apoptogénicas, como citocromo
C, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, AIF y endonucleasa G, desencadenan la muerte celular al
activar a las caspasas (Dubin and Stoppani 2000, Fulda and Debatin 2006). Entre tales

proteinas apoptogénicas, el citocromo C funciona normalmente en el transporte de
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electrones en la cadena respiratoria generando ATP. Se considera que durante la
permeabilizacion se forman poros en la membrana mitocondrial para permitir la liberacién
del citocromo C hacia el citosol, proceso que es regulado por proteinas de la familia Bcl-2.
La liberacion del citocromo C promueve la activacion de la caspasa-3 a través de la
formacion de un complejo denominado apoptosoma, el cual esta constituido por citocromo
C, Apaf-1 y caspasa-9. Una vez en el citosol, el citocromo C funciona como cofactor y se
une a la region C-terminal de Apaf-1, que es una proteina con un dominio N-terminal de
reclutamiento de caspasas (CARD). Esta union facilita la asociacion de dATP con Apaf-1y
provoca la exposicion del extremo N-terminal CARD para la posterior oligomerizacion y
reclutamiento de procaspasa-9. El apoptosoma es una molécula de alto peso molecular
que sirve de plataforma para la activacion de otras caspasas. La activacion de la caspasa-
9 no es debida a protedlisis, sino a un cambio conformacional; y en éste, el requerimiento
principal para tal activacion es la asociacién de la caspasa-9 con el cofactor Apaf-1 (Dubin
and Stoppani 2000, Fulda and Debatin 2006). Subsecuentemente, la procaspasa-3 es
reclutada hacia el apoptosoma y activada por la caspasa-9. A partir de ese momento, la
caspasa-3 activada puede cortar distintos sutratos en la célula para producir cambios
morfoldgicos y bioquimicos que desencadenen la apoptosis. Se considera que la muerte
celular ocurre, en la mayoria de veces, a través de esta via activada por sefales de dafio
al ADN y pérdida de adhesion, entre otras (Fan et al. 2005, Ghobrial et al. 2005).

La via intrinseca de la apoptosis es iniciada por diversos estimulos principalmente
caracterizados por la privacion de factores de crecimiento 0 agentes genotoxicos tales
como las quimioterapias antitumorales o radiacion y. Los eventos iniciales estan
representados por la activacion de proteinas BH3 como Bid y Bim, estas proteinas
activadas son translocadas subsecuentemente a la membrana mitocondrial donde se
asocian a las proteinas antiapoptoticas Bcl-2 y Bcl-X,. y las inactivan. Las proteinas
antiapoptoticas Bax y Bad son activadas en la membrana mitocondrial donde generan un
conducto permeable a proteinas para la consecuente liberacion de citocromo C y otras
proteinas. La liberacién del citocromo C (cit C) induce la formacion del apoptosoma en
asociacion con el complejo Apaf-1 y la caspasa 9. El factor inductor de apoptosis (AlF)
liberado de la mitocondria es capaz de inducir apoptosis independiente de caspasas. La

proteina Smac/DIABLO liberada también de la mitocondria interactia con el inhibidor de
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apoptosis (IAP) inactivandolo y conduciendo a la subsiguiente activacion de caspasas
(Figura 6) (Testa 2004).

Aunque existen argumentos que proponen que la apoptosis debe ser un evento no
inmunogénico o aun tolerogénico (porque la muerte fisiologica ocurre mediante apoptosis
pero no conduce a la autoinmunidad), y aunque la necrosis (que es frecuentemente
patologica) ha sido referida como pro-inflamatoria, las ecuaciones tedricas en las que la
apoptosis significa no inmunogénica y necrosis significa inmunogenicidad no se han
confirmado o verificado experimentalmente. Ademas, parece ser que la apoptosis no es
uniforme en términos bioquimicos, lo cual significa que hay varias vias que pueden
conducir a la muerte celular e inducir cambios estimulo-especificos. De manera adicional,
la fase de ejecucién apoptética puede involucrar un grado variable de reacciones

catabdlicas dependientes o independientes de caspasas (Zitvogel et al. 2008).

Durante la ejecucion de apoptosis independiente de caspasas estan involucradas
proteinas del espacio intermembranal que se liberan al citosol ante las sefiales de muerte.
Entre ellas destacan el factor inductor de apoptosis (AlF), especies reactivas de oxigeno
(ROS), la serin proteasa mitocondrial (HtrA2/Omi), el calcio (Ca™) y la endonucleasa G
(Fan et al. 2005).

A pesar de que la via de apoptosis y transduccion de sefales tienen un papel
crucial en la eliminacion de células tumorales en respuesta a agentes citotdxicos utilizados
en el tratamiento de pacientes con cancer, el significado de la apoptosis como mecanismo
principal de muerte celular en pacientes con esta enfermedad ha sido cuestionado.
Ademas de la apoptosis, las células tumorales han mostrado ser eliminadas -después del
dafio al ADN- de manera eficiente mediante necrosis, catastrofe mitdtica o autofagia. Por
tanto, los tipos de muerte celular no apoptética también han sido considerados como
respuesta hacia agentes citotdéxicos (Fulda and Debatin 2006).
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Figura 6. Pasos y proteinas que participan en la via intrinseca de la apoptosis.

2.10 PARTICIPACION DE LAS CASPASAS EN LA APOPTOSIS

La maquinaria intracelular de la apoptosis depende de una familia de proteasas
llamadas caspasas. Actualmente se conocen mas de catorce caspasas Yy de algunas de
ellas aun se desconoce su funcidén. Se ha visto que las caspasas 1 y 11 participan en el
procesamiento de citocinas, mientras que las caspasas 2, 3, 6, 7, 8, 9 y 10 estan
implicadas en la regulacion y en la ejecucion de la apoptosis. Todas las caspasas
apoptéticas permanecen en las células como proenzimas inactivas, similares a los
zimogenos de la coagulacién sanguinea. Cuando las células entran en apoptosis, las
caspasas se activan a través de uno o dos pasos proteoliticos que acaban por cortar el
péptido precursor, dando como resultado la generacion de los fragmentos grande y
pequefio que constituyen a la enzima activa. Existen dos cascadas de activacion para las
caspasas que han sido mas o menos bien caracterizadas y que son fundamentales en la

regulacion de la apoptosis: La cascada generada por los receptores de membrana (Death
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Receptors) y la cascada desencadenada por cambios en la integridad de la mitocondria.

Con base en su estructura y secuencia, las caspasas se clasifican en iniciadoras o
efectoras. Las primeras poseen prodominios largos y son capaces de activar a las
caspasas efectoras mediante procesos proteoliticos; ademas, interaccionan con proteinas
adaptadoras especificas. Sus prodominios largos poseen uno o dos dominios de
interaccion proteina-proteina denominados dominios efectores de muerte (DED). La
activacion de las caspasas iniciadoras se lleva a cabo mediante el contacto entre sus
respectivos predominios largos con complejos moleculares adaptadores que favorecen la
homodimerizacion. De esta manera se activa un zimogeno por la accion de otro (Chen y
Wang, 2002; Fan et al., 2005). Las caspasas 3, 6 y 7 son las llamadas caspasas efectoras.
Su presencia es abundante y contienen un prodominio corto. Son responsables directas
de caracteristicas apoptoticas al fragmentar proteinas reguladoras y estructurales (Fan et
al. 2005, Ghobrial et al. 2005).

De manera general, la apoptosis puede ocurrir por cualquiera de dos rutas
principales. La via extrinseca o citoplasmica es activada mediante el receptor de muerte
Fas. La intrinseca o mitocondrial es iniciada cuando se libera el citocromo C de la
mitocondria. Ambas rutas convergen en una via comun que involucra la activacion de la
cascada de caspasas y moléculas estructurales para finalmente culminar en la muerte
celular. Las vias apoptoticas convergen en la caspasa 3 y las proteasas rio arriba que
convergen en ella son las caspasas 8 y 9 en las rutas extrinseca e intrinseca,

respectivamente (Ghobrial et al. 2005).

2.11 OTROS TIPOS DE MUERTE CELULAR

El Comité de Nomenclatura sobre Muerte Celular (NCCD) formuloé una serie de
recomendaciones en el afio 2005, a partir de las cuales este campo de investigacion ha
progresado para detallar y establecer las diferentes modalidades de muerte celular. Un
punto muy importante fue considerar que las caracteristicas de muerte celular, entre las
que se encontraban una masiva activacion de caspasas, peérdida de potencial de
membrana y completa permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa y exposicion
de fosfatidilserina, no se presentan en todos los casos de muerte celular y mucho menos

en todos los tipos celulares. Por lo que, en ausencia de un evento bioquimico claramente
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definido como punto de no-retorno, el NCCD propuso que una célula es considerada
muerta cuando se cumple alguno de los siguientes criterios morfolégicos o moleculares:

- Pérdida de integridad de la membrana plasmética e integracion de algun colorante in
vitro

- Desintegracion nuclear o celular en fragmentos discretos (que pueden ser cuerpos
apoptéticos)

- Los fragmentos disociados han sido engullidos por alguna célula adyacente in vivo

Por lo tanto, las células arrestadas en alguna fase del ciclo celular se consideran
vivas (Kroemer et al. 2009).

El progreso en la exploracién bioquimica y genética promueve el descubrimiento de
nuevas caracteristicas, la continua actualizacion de estas definiciones y, por consiguiente,
la adicion de nuevas modalidades de muerte celular. Sin dejar de ser la apoptosis uno de
los mecanismos mas reportados debido a que puede ser activado por un gran niumero de
condiciones, este tipo de muerte celular ya no sélo cuenta con los tipos intrinseco y
extrinseco en los que participan las caspasas, sino que también puede ocurrir en forma
independiente de éstas. De igual forma, mientras se pensaba que la necrosis era un tipo
de muerte accidental con ausencia de caracteristicas morfoldgicas, recientemente se ha
aclarado que es un mecanismo regulado involucrado también en diversos escenarios
fisiol6gicos y patologicos (Galluzzi et al. 2012).

De manera breve, a continuacidon se mencionan otros tipos de muerte celular que se
presentan menos comunmente y fueron descritos por Kroemer y colaboradores (Kroemer

et al. 2009) y Galluzzi y colaboradores (Galluzzi et al. 2012).

2.11.1 Muerte celular autofagica

Con base en la morfologia, este término fue ampliamente utilizado para indicar
muerte celular acompafiada por vacuolizacion citoplasmica masiva. Se ha observado que
la autofagia puede mediar muerte celular in vivo durante el desarrollo de D. melanogaster
y también que parece ser responsable de muerte celular de algunas células cancerosas,
especialmente aquellas que carecen de moduladores de apoptosis como BAX, BAK o
caspasas. No obstante, en la mayoria de casos conocidos, la autofagia constituye una

respuesta citoprotectora activada en las células que mueren en el intento de combatir el
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estrés al que estan sujetas. Desde una perspectiva puramente morfolégica, es facil
confundir a la autofagia, por lo que se recomienda el uso de marcadores especificos e

inhibidores de este tipo de muerte celular.

2.11.2 Catastrofe mitotica

Este término se emplea generalmente para un tipo de muerte celular que ocurre
durante la mitosis y esto es porque precisamente es activada por una mitosis aberrante,
ejecutada durante esta fase de division celular o en la interfase subsecuente. Con base en
consideraciones funcionales, la autofagia no constituye una ruta ejecutora de muerte
celular como tal, sino un mecanismo oncosupresor que es iniciado por perturbaciones del
aparato mitético y durante la fase M del ciclo celular, por lo que es parecido en cierto

grado al arresto mitotico y que finalmente activa la muerte celular por senescencia.

2.11.3 Anoikis

Este término fue introducido para describir la respuesta de células adherentes ante
la ausencia de interacciones célula-matriz ya que la sobrevivencia de células adherentes
no transformadas depende de sefales traducidas por integrinas y factores de crecimiento
en interaccién con la matriz extracelular. Con base en consideraciones bioquimicas y
funcionales, este tipo de muerte celular se define como una cascada letal restringida a
células adherentes que se inicia con la separacion de la matriz y que se caracteriza por la
carencia de uniones de integrina-p1, regulacion negativa en la expresion de receptores a
factores de crecimiento, inhibicion de la sefalizacion extracelular regulada por cinasa 1 y
la sobreexpresion de la proteina BIM, miembro de la familia BCL-2. Es importante notar
gue en su mayoria, el programa de muerte celular iniciado por anoikis es ejecutado por la

maquinaria de la apoptosis intrinseca.

2.11.4 Entosis

Mecanismo de muerte celular asociado a un fenotipo “célula-en-célula”
frecuentemente mostrado por células no fagociticas en muestras de tumores. La entosis
puede ser provocada por la pérdida de interacciones con la matriz extracelular, pero sin la

activacion de caspasas ejecutoras, por lo que es diferente a la anoikis. Las principales
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caracteristicas de este tipo de muerte celular son que las células engullidas no salgan del
fagosoma y muestren ser degradadas en el lisosoma, que el fenotipo “célula-en-célula” se
origine por interacciones homotipicas y no involucren fagocitos y que el proceso no sea
sensible a intervenciones quimicas y genéticas que normalmente bloquean la apoptosis

intrinseca dependiente o independiente de caspasas.

2.11.5 Parthanatos

Con un término acufiado partiendo de la personificacion de la muerte en la mitologia
griega, Thanatos, esta modalidad de muerte celular involucra a las enzimas de respuesta
al dafio del ADN poli ADP-ribosa polimerasas (PARP) y en particular PARP1 que por si
sola constituye mas del 90% de la actividad celular de PARP. En condiciones fisiologicas,
PARP1 coopera con la maquinaria de reparacion del ADN para asegurar la homeostasis
gendmica. Contrariamente, la sobreactivacion de PARP1 tiene consecuencias toxicas,
incluyendo el agotamiento de NAD" y ATP, asi como la acumulaciéon del polimero poli
ADP-ribosa (PAR), que favorece la disipacion del potencial de membrana mitocondrial y la
liberacion del Factor Inductor de Apoptosis (AIF). La interaccion fisica de PAR y AIF

parece ser requerida para este tipo de muerte celular.

2.11.6 Pyroptosis

Este término se refiere a un peculiar tipo de muerte de macréfagos infectados por
Salmonella typhimurium. Otras bacterias que activan este atipica modalidad de muerte son
Shigella flexneri, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Francisella tularensis
y la toxina de Bacillus anthracis, pero se ha aclarado que este proceso no es especifico de
macrofagos ni de infeccion bacteriana. Ademas, la pyroptosis puede presentar
caracteristicas de la muerte apoptética o necrotica. La particularidad bioquimica mas
distintiva de la pyroptosis es la activacion temprana de la caspasa-1 que puede ocurrir en
el contexto del complejo proteico conocido como inflamasoma, o bien, por complejo
nombrado pyroptosoma. En ambos casos, la caspasa-1 cataliza la maduracion proteolitica
y liberacion de las interleucinas IL-18 e IL-18. En algunos casos, esto es seguido por la
activacion de caspasas y posterior muerte celular. Se ha reportado que la caspasa-1

media la activacion proteolitica de la caspasa-7 sugiriendo una muerte celular con limitada
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participacion de caspasa-3, aunque aun se necesita comprobar si la pyroptosis realmente
constituye una ruta de muerte celular por si sola o si representa un caso particular de

apoptosis intrinseca dependiente de caspasas.

2.11.7 Netosis

Este tipo de muerte se presenta por parte de neutroéfilos y eosindéfilos en respuesta a
diversos estimulos, en la que exhiben una vacuolizacibn masiva del citoplasma,
descondensacion rapida de la cromatina y ruptura de membranas nucleares y granulares,
lo cual es requerido para la formacién y liberacion de las llamadas trampas extracelulares
de neutrdfilos (NETS), estructuras microbicidas compuestas de cromatina nuclear, histonas
y proteinas antimicrobianas granulares. La netosis se considera restringida a células
granulociticas, y es insensible a inhibidores de caspasas y necrostatina-1, con lo que se
demuestra que constituye una ruta de muerte celular diferente a la apoptosis y a la
necrosis regulada. Sin embargo, este proceso puede suprimirse mediante inhibicion
farmacoldgica de la NADPH oxidasa o de la autofagia. Al parecer, se requiere la presencia
de especies reactivas de oxigeno (ROS) pero es insuficiente para que ocurra la netosis, lo
cual sugiere gue los componentes autofagicos de la netosis no pueden ser completamente
atribuidos a la actividad de las ROS para promover la autofagia y que la netosis comparte

caracteristicas bioquimicas con la autofagia y la necrosis regulada.

2.11.8 Cornificacion

Aungue las células pertenecientes a la capa basal de la epidermis responden
continuamente a lesiones ligeras (por ejemplo por radiacion UV) sufriendo apoptosis o
necrosis, las células de la capa externa sufren continuamente una ruta de muerte celular
fisiolégica que se ha denominado “cornificacion”. También conocida como
“queratinizacion” o “formacion de cubierta cornificada”, la cornificacion es considerada
frecuentemente como un programa de diferenciacion terminal similar al que sufren otras
células anucleadas como los eritrocitos y ciertos epitelios, en donde se asocia la activacion
de ejecutores de muerte, principalmente caspasas. Bioquimicamente, la cornificacion se
asocia con la sintesis de enzimas y sustratos requeridos para la formacion del estrato

cérneo. En resumen, este proceso de muerte se caracteriza por estar restringido a
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gueratinocitos, estar funcionalmente asociado a la generacién del estrato cérneo de la
epidermis y puede ser alterado, aunque no blogqueado, por la inhibicibn de

transglutaminasas o caspasa-14 (Galluzzi et al. 2012, Kroemer et al. 2009).

2.12 ANATOMIA CELULAR DEL CERVIX

El cuello uterino (cérvix) es el tejido que va desde el Gtero hasta el interior de la
vagina. En condiciones normales, el cérvix esta cubierto en su superficie externa por un
epitelio escamoso estratificado y sin queratina. Este es continuo en la parte baja del
epitelio que recubre la vagina y por arriba se continla sobre la mucosa del epitelio
columnar recubriendo el canal endocervical y sus criptas asociadas. Durante la pubertad,
el embarazo y en algunas usuarias de anticonceptivos esteroideos, los cambios en el
tamafo y la forma del cérvix resulta en una unidon escamo-columnar que se continda
anatdmicamente sobre el ectocérvix. Este proceso fisiolégico expone a los tejidos
previamente encontrados en el canal bajo endocervical hacia la vagina y entonces, el
tejido forma un “cérvix ectopico”. La mayoria de neoplasias cervicales intraepiteliales (NCI)
y carcinomas invasivos provienen del epitelio que cubre la regidon ectopica. Bajo
condiciones fisioldgicas, el epitelio columnar de la regidén ectdpica sufre metaplasia hacia
un epitelio escamoso estratificado. Es durante este proceso que el epitelio parece ser
particularmente vulnerable a virus oncogénicos y probablemente a otros factores que
llevan al desarrollo de una neoplasia intraepitelial mas que hacia un epitelio normal. La
neoplasia intraepitelial puede ser de tipo celular escamoso o columnar (Arends et al.
1998).

2.13 CANCER CERVICO-UTERINO

El cancer cervical o cancer cérvico-uterino (CaCu) es uno de los canceres mas
comunes en mujeres de todo el mundo y se forma en los tejidos del cérvix o cuello del
Gtero, es decir, el pasaje que conecta al Utero con la vagina (Figura 7). Cuando el cancer
se ha diseminado desde la superficie del cérvix hacia tejidos mas internos del éste o hacia
otras partes del cuerpo se le llama cancer cervical invasor y cuando ha regresado después
de un tiempo durante el cual no podia ser detectado, se le llama cancer cervical

recurrente. El cancer puede volver al mismo lugar del tumor original (primario) o a otra
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parte del cuerpo (NCIUS).

Uteru

Tejido
Cuello
ARG anormal

Vagina

Figura 7. Aspecto transversal del aparato reproductor femenino.
Se sefala en un circulo el sitio de inicio del cancer cérvico-uterino.

2.13.1 Neoplasia cervical intraepitelial (NCI)

El desarrollo de la enfermedad involucra cambios reversibles en el tejido cervical
gue llevan hacia diversas anormalidades celulares y finalmente a cancer. Las neoplasias y
lesiones mas frecuentes son los carcinomas de células escamosas y los
adenocarcinomas, de donde los primeros son los mas comunes (Kisseljov et al. 2008). De
acuerdo al Instituto Nacional del Cancer de Los Estados Unidos (NCIUS), el carcinoma de
cuello uterino tiene sus origenes en la unibn escamosa columnar, ya sea en el canal
endocervicouterino o en la porcion cervicouterina. El CaCu se desarrolla a partir de una
lesion precursora conocida como neoplasia cervical intraepitelial (NCI) (Whang and Lee
1997) que posteriomente puede convertirse en cancer invasor, proceso que puede ser
muy lento. Algunos estudios longitudinales han revelado que entre pacientes con céancer
del cuello uterino in situ que no han sido tratadas, entre el 30 y el 70% desarrollaran
carcinoma invasor en un periodo de 10 a 12 afios. Sin embargo, en alrededor del 10% de
las pacientes, las lesiones pueden progresar de in situ a invasoras en periodos inferiores a
un afio. A medida que se hace invasor, el tumor irrumpe a través de la membrana basal e
invade el estroma cervicouterino (NCIUS). La NCI es reconocida por disturbios en la

maduracion y estratificacion celular, asi como por la presencia de una citologia atipica que
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es generalmente clasificada de acuerdo al grado de maduracién citoplasmica. Sin
embargo, por definicion, es necesaria la presencia de ndcleos atipicos en todos los niveles
del epitelio. Esto afecta la superficie epitelial y se extiende hasta las criptas basales
(Arends et al. 1998).

En mujeres jovenes, las NCI se presentan en el ectocervix; mientras que en
mujeres de mayor edad, los tejidos que forman la region ectdpica han bajado hacia el
canal endocervical. Por lo tanto, en mujeres mayores, las NCI tienden a ser de mas dificil
acceso para toma de muestra para diagnostico. La NCI se forma inicialmente en un area y
si mediante cirugia se remueven los margenes del tejido que estan libres de la

enfermedad, es probable que la lesién haya sido totalmente removida (Arends et al. 1998).

2.13.2 Clasificacion de las NCls

Las NCls usualmente se dividen en tres grados segun el grado de diferenciacion:
NCI 1. Neoplasia cervical intraepitelial bien diferenciada. La maduracion citoplasmica
ocurre en los dos tercios superficiales del epitelio.
NCI 2: Neoplasia cervical intraepitelial medianamente diferenciada. La maduracion
citoplasmica empieza en el tercio medio del epitelio
NCI 3: Neoplasia cervical intraepitelial pobremente diferenciada. La maduracion
citoplasmica, que es minima o ausente, ocurre solo en el tercio mas superficial del epitelio.

La diferenciacion de las neoplasias es raramente uniforme a lo largo del area
afectada, la diferenciacion mas pobre tiende a reposar de manera adyacente hacia el
epitelio columnar del canal endocervical. Para el diagnostico de una NCI deben estar
presentes algunas anormalidades nucleares como alargamiento, pleomorfismo e
hipercromia en todos los niveles del epitelio incluyendo la capa basal. La hipercromia no
es un prerrequisito ya que algunas formas de NCI no tifien el nucleo profundamente. El
grado de nucleos atipicos tiende a ser mas grande en NCI 3 que en NCI 1. El nimero de
mitosis normales varia y no afectan el diagnostico, mientras que las mitosis atipicas deben
estar presentes en todos los grados de NCI. Todos estos cambios se atribuyen a la
presencia de infeccion por HPV (Arends et al. 1998).

La NCI es un crecimiento anormal y pre-canceroso de células escamosas en el

cuello uterino. En la Figura 8 las imagenes representan la apariencia de tejido normal y
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con neoplasia cervical intraepitelial (CIN por sus siglas en inglés) en los tres estadios. La
mayoria de los casos permanecen estables y son eliminados por el sistema inmune del
individuo sin intervencion médica. Sin embargo, un pequefio porcentaje de casos
progresan a cancer del cuello uterino. La causa principal de estas neoplasias es una
previa infeccién en particular por las cepas oncogénicas de HPV. No es necesaria la
progresion por todos los estados antes del desarrollo de cancer, pues existen evidencias
de que el cancer cervicouterino puede ocurrir sin que haya una detectable progresion a lo
largo de los tres estadios y que una neoplasia intraepitelial de alto grado puede ocurrir sin
gue primero haya existido como una lesion de bajo grado (Agorastos et al. 2005, Monnier-
Benoit et al. 2006).

Ademas de la invasion local, el cancer cérvico-uterino puede diseminarse por via de
los vasos linfaticos regionales o del torrente sanguineo. La diseminacion tumoral
generalmente es una funcion de la extension e invasion de la lesion local. A pesar de que,
en general, el CaCu evoluciona de manera ordenada, ocasionalmente se puede presentar
un tumor pequefio con metastasis distante. Por este motivo, se debe evaluar
cuidadosamente a las pacientes en busqueda de enfermedad metastasica (NCIUS).
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2.13.3 Estadificacion del Cancer cervical

La estadificacion quirdrgica antes del tratamiento es el método mas preciso para
determinar la extension de la enfermedad (Gold et al. 2008). Los estadios se definen por
clasificacion de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) o por la
clasificacion TNM (Tabla 1) establecida en el afio 2000 por el Comité Estadounidense
Conjunto Sobre el Cancer (AJCC) (Shepherd 1996).
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Tabla 1. Estadificacion del cancer cervical

Tumor primario (T)

Categoria
TNM

Clasif.
FIGO

Subtipo
TNM/FIGO

Definicion TNM

X

El tumor primario no puede ser evaluado

T0

No hay evidencia de tumor primario

Tis/O

Carcinoma in situ

T1

El carcinoma cervicouterino esta estrictamente limitado al
Utero (no debe tenerse en cuenta la extension al cuerpo)

TlallA

Carcinoma invasor diagnosticado s6lo  mediante
microscopia. Todas las lesiones visibles
macroscopicamente—adn con invasion superficial-son
T1b/1B. Invasion estromal con profundidad méaxima de 5
mm medida desde la base del epitelio y expansion
horizontal 7 mm o menos. Una invasion del espacio
vascular, ya sea venosa o linfatica, no afecta la clasificacion

Tlal/lal

Invasion estromal 3 mm o méas de profundidad y 7 mm o
menos de extension horizontal

T1la2/IA2

Invasion estromal mayor de 3 mm y no mayor de 5 mm con
expansion horizontal de 7 mm o menos

T1b/IB

Lesion clinicamente visible confinada al cuello uterino o
lesibn microscépica >T1la/lA2

T1b1/I1B1

Lesion clinicamente visible 4 cm 0 menos en su mayor
dimension

T1b2/1B2

Lesion clinicamente visible mayor de 4 cm en su mayor
dimensién

T2

El carcinoma se ha extendido mas all4 del Gtero, pero no a
la pared pélvica ni al tercio inferior de la vagina

T2alllA

Tumor que no se ha extendido al parametrio

T2b/11B

Tumor que se ha extendido al parametrio

T3

Extension a la pared pélvica o se extiende al tercio inferior
de la vagina o causa hidronefrosis o disfuncion renal

T3allllA

El tumor se ha extendido al tercio inferior de la vagina pero
no se extiende a la pared pélvica

T3b/IB

Diseminacion del tumor a la pared pélvica o causa
hidronefrosis o disfuncién renal

T4

IVA

El tumor invade la mucosa de la vejiga o el recto o se
extiende mas alla de la pelvis misma (un edema de Bullar
no es suficiente para clasificar un tumor como T4)

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX

Los ganglios regionales no pueden ser evaluados

NO

No hay metastasis de ganglios regionales

N1

Evidencia de metastasis de ganglios regionales

Metastasis a distancia (M)

MX

La metastasis a distancia no puede ser evaluada

MO

No hay metéstasis a distancia

M1

VB

Existe metastasis a distancia
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2.13.3.1 Definiciones de la Clasificacion FIGO

2.13.3.1.1 Estadio |
El estadio | es el carcinoma estrictamente limitado al cérvix; no se debe tener en
cuenta la extension al cuerpo uterino.

o Estadio IA: Carcinomas invasivos sOlo diagnosticados por microscopio. Todas las
lesiones de gran magnitud aun con invasion superficial se consideran como cancer en
estadio IB. La invasion se limita a la invasion del estroma con una profundidad
maxima de 5 mm* y no mas de 7 mm de ancho. [Nota: *la profundidad de la invasion
debe ser 5 mm o menos desde la base del epitelio, ya sea que se origine en la
superficie 0 en las glandulas. La invasion del espacio vascular, ya sea venoso o
linfatico, no debe alterar la clasificacion.]

o Estadio IA1: Invasién medida del estroma 3 mm o menos de profundidad y 7 mm
0 menos de diametro.
o Estadio IA2: Invasion medida del estroma mas de 3 mm pero 5 mm o menos de
profundidad y 7 mm o menos de diametro.
Estadio IB: Lesiones clinicas limitadas al cuello uterino o lesiones preclinicas de
mayor extension que el estadio IA.
o Estadio IB1: Lesiones clinicas 4 cm 0 menos de tamafio.

o Estadio IB2: Lesiones clinicas con tamafios mayores de 4 cm.

2.13.3.1.2 Estadio Il
En el estadio Il el carcinoma se extiende mas alla del cérvix uterino, pero no se ha
extendido a la pared pélvica. El carcinoma afecta la vagina, pero no llega a la seccion
tercia inferior.
e Estadio IIA: No hay complicacion obvia del parametrio hasta dos tercios de la parte
superior de la vagina se encuentran afectados.

e Estadio 1IB: Complicacion obvia del parametrio, pero sin llegar a la pared pélvica lateral.

2.13.3.1.3 Estadio Il
El estadio Il implica que el carcinoma se ha extendido a la pared pélvica o implica

el tercio inferior de la vagina. Acorde al examen rectal, no hay espacio sin cancer entre el
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tumor y la pared pélvica. Se deben incluir todos los casos con hidronefrosis o con
insuficiencia renal, a menos que se sepa que se deben a otras causas.
« Estadio IlIA: Sin extension a la pared pélvica, pero si al tercio inferior de la vagina.

o Estadio IlIB: Extension a la pared pélvica, hidronefrosis o insuficiencia renal.

2.13.3.1.4 Estadio IV
El estadio IV implica que el carcinoma se ha extendido mas alla de la pelvis misma
o ha afectado clinicamente la mucosa vesical o rectal.
« Estadio IVA: Propagacion del tumor a 6rganos adyacentes a la pelvis.

« Estadio IVB: Propagacion a 6rganos distantes.

2.13.4 Manifestaciones clinicas
Las mujeres con displasia o NCI de todos los grados son asintomaticas. Sin

embargo, coexisten otras condiciones tales como un desgaste o erosidén cervical que
puede producir sintomas incidentales. En los canceres invasivos, los dos sintomas
predominantes son la descarga y el sangrado anormal vaginal y algunas pacientes se han
guejado de la frecuencia y dolor al orinar (Souhami and Tobias 2005). Segun el Instituto
Nacional del Cancer de los Estados Unidos (NCIUS por sus siglas en inglés), otras
manifestaciones que se relacionan segun el estadio clinico son:
- Sangrado vaginal anormal:

Sangrado que ocurre entre los periodos menstruales regulares

Sangrado después de relaciones sexuales, de un lavado vaginal o del examen

pélvico

Periodos menstruales mas prolongados y mas abundantes que antes

Sangrado después de la menopausia
- Mayor secrecion vaginal
- Dolor pélvico
- Dolor durante las relaciones sexuales
- Metrorragia (cualquier hemorragia vaginal procedente del Utero, no asociada al ciclo
menstrual)

- Salida involuntaria de orina o heces por la vagina
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- Debilidad, pérdida de peso y anemia (Gonzalez-Merlo et al. 2003).

2.13.5 Deteccion y diagnéstico

Los médicos recomiendan que las mujeres se realicen pruebas de Papanicolaou
con regularidad a fin de ayudarse a detectar con tiempo el riesgo de padecer cancer
cervical. Una prueba de Papanicolaou (a veces llamada prueba de Pap o citologia) es un
procedimiento realizado en consultorio médico o en una clinica de salud durante un
examen pélvico. Es un procedimiento mediante el cual se raspan células del cérvix para
examinarlas al microscopio. Se usa para detectar cancer y cambios que pueden resultar
en cancer. Esta prueba puede mostrar también estados no cancerosos, como infecciones
o inflamacion. El detectar y tratar las células anormales puede prevenir la mayoria de los
canceres cervicales. Ademas, la prueba de Pap puede detectar el cancer que empieza,
cuando hay mas posibilidad de que el tratamiento sea eficaz. Para la mayoria de las
mujeres, la prueba de Pap no es dolorosa y la misma muestra puede utilizarse para
analizarla si existe infeccion de VPH.

Cuando se tienen resultados anormales de la prueba de Pap o de HPV, se sugiere
la realizacion de otras pruebas para hacer un diagnéstico:
Colposcopia: EI médico examina el cuello del Gtero o cérvix usando un colposcopio el cual
combina una luz brillante con una lente de aumento para ver el tejido con mas facilidad.
Biopsia: Consiste en la extraccion de tejido con anestesia local. Un patélogo examina el
tejido al microscopio para ver si hay células anormales. La biopsia puede obtenerse de
distintas maneras:

Biopsia con sacabocados: Se utiliza un instrumento afilado para obtener muestras

pequefias de tejido cervical.

Escisidon electroquirdrgica con asa: El médico usa un aro de alambre eléctrico para

rebanar un pedazo delgado y redondo de tejido cervical.

Legrado o curetaje endocervical: Para esta técnica se emplea un raspador (un

instrumento pequefio en forma de cuchara) para raspar una pequefia muestra de

tejido del cérvix. Algunos meédicos pueden usar un cepillo delgado y suave en lugar

de un raspador.

Conizaciéon: La muestra de tejido que se extrae tiene forma de cono. Una conizacion
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o biopsia de cono permite que el patdlogo vea si las células anormales han invadido

el tejido bajo la superficie del cérvix.

Al extraer tejido del cérvix se puede causar algo de sangrado u otro tipo de
secrecion. El sitio sana pronto generalmente. Algunas mujeres experimentan algo de dolor
semejante a los calambres menstruales.

La obtencibn de imagenes por Resonancia Magnética (RM) no se emplean
comunmente para el diagnostico de cancer cervical, sin embargo, es importante su
mencion por la importancia para detectar sitios de metastasis. En este procedimiento se
usan ondas de radio y un iman muy potente conectado a una computadora para crear
imagenes detalladas de areas internas del cuerpo. Estas imagenes pueden mostrar la
diferencia entre el tejido normal y el tejido enfermo. La RM produce mejores imagenes de
los organos y del tejido blando que otras técnicas de exploracion como la tomografia
computarizada (TC) o la radiografia. La RM es especialmente (til para crear imagenes del
cerebro, la columna vertebral, el tejido blando de las articulaciones y el interior de los
huesos (NCIUS).

2.13.6 Etiologia

En 1842, investigadores italianos reportaron escasos o nulos casos de céncer
cervical entre monjas catolicas comparados con el resto de la poblacion femenina italiana.
Desde entonces, los epidemidlogos han reportado otras medidas de comportamiento
sexual asociado con la incidencia de cancer cervical, entre ellos el estatus marital, nimero
de partos, edad de la primera relacion sexual y nimero de parejas sexuales. Estos
hallazgos condujeron a la busqueda del agente sexualmente transmitido como causa de
este tipo de cancer. Sus teorias involucraron a la sifilis, la gonorrea, el virus del herpes y el
virus de papiloma humano. En los 70’s Harald zur Hausen postulé la participacion y
encontr6 ADN del virus de papiloma humano en canceres cervicales. Una década
después, su grupo de investigacion fue el primero en aislar HPV-16 y HPV-18 (Haverkos
2004).

Es ampliamente conocido que algunos tipos especificos de virus de papiloma
humano (HPV) son los agentes etiolégicos principales tanto para el cancer cervical como
para sus precursores. A pesar de que el nimero de tipos de HPV son mas de veinte, solo
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ciertos tipos como el 16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 56 y 58 son los altamente asociados al
riesgo oncogénico con un alto grado de lesiones intraepiteliales y cancer. Los HPV de alto
riesgo oncogénico producen dos oncoproteinas designadas como E6 y E7, las cuales
interactian con proteinas endogenas reguladoras del ciclo celular, incluyendo p53 y Rb.
La interaccién de proteinas celulares enddégenas y aquellas derivadas de virus converge
en la desregulacion en la progresion del ciclo celular y surge como punto critico en el
desarrollo de cancer cervical. Un evento adicional que aparece jugando un papel en la
progresion tumoral es la integracion del ADN viral en el genoma del hospedero, lo cual
frecuentemente perturba los marcos de lectura de E2. Esto resulta en la sobreexpresion
de las oncoproteinas E6 y E7 ocasionando inestabilidad genémica (Whang and Lee 1997).

En 1995, la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) realiz6 un consenso para
reunir una gran cantidad de datos biolégicos y epidemiologicos con los que se concluyo
qgue la infeccion con los HPV 16 y 18 es causa de cancer cervical. Actualmente, los
reportes indican que el HPV puede ser encontrado en 90-95% de los casos de céncer
cervical (Haverkos 2004).

Sin embargo, como la sola infeccion por HPV no es suficiente para la
carcinogénesis cervical, la atencibn se ha dirigido sobre cofactores moleculares
importantes en el proceso. Especialmente, varios tipos de alteraciones en oncogenes y
genes supresores de tumores tienen un papel importante en la carcinogénesis del cancer
cervical.

Por otra parte, la co-carcinogénesis es un fendmeno causado por el efecto aditivo o
sinérgico de dos o mas agentes causantes de cancer. Los oncologos describen este
fendbmeno como una etiologia compleja para el cancer en un proceso de dos pasos:
“Iniciacion” y “Promocion” de los carcindgenos a la oncogénesis (Haverkos 2004).

Harald zur Hausen fue también el primero en reconocer que el virus del herpes
simple-2 (HSV-2) y el HPV actian de forma sinérgica para inducir el cancer cervical
(Haverkos 2004). Esta sinergia fue evaluada por el grupo de investigacion de Hildesheim
mediante el estudio de mujeres latinoamericanas con cancer cervical invasivo. El estudio
demostré un riesgo relativo al cancer cervical de 1.2 en las mujeres que dieron positivo
sélo para HSV-2. El riesgo relativo para las mujeres positivas para ADN de HPV 16/18 fue
de 4.3, esto en comparacion con aquellas que fueron positivas para HSV-2 y HPV 16/18
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quienes presentaron un riesgo relativo de 8.8 al cancer cervical. Lo cual sugirid la posible
interaccion biolégica (Smith et al. 2002). Adicionalmente, el HSV-2 inactivado ha mostrado
ser un factor transformante de células in vitro. Por lo que se sugirié que la infeccion por
este virus puede iniciar mutaciones y carcinogénesis en células cervicales infectadas con
HPV. HSV-2 ha sido encontrado en biopsias de entre un tercio y la mitad de pacientes con
displasia o cancer cervical pero no de forma consistente. Por ello se ha propuesto que
HSV-2 actla como un agente que causa cambios intracelulares sin que se requiera la
retencion de sus genes virales (Smith et al. 2002).

Diversos investigadores estadounidenses asociaron las duchas vaginales hechas
con productos que contenian derivados de alquitran o de carbon con el desarrollo de
cancer cervical, ya que el uso de ellas fue mas comun entre los casos de cancer cervical
que entre los controles; lo cual resultoé en el retiro de las duchas vaginales con productos
derivados del alquitrdn y del carbon del mercado estadounidense (Haverkos 2004).

Fumar cigarrillos representa otra forma de exponerse a residuos de sustancias
carcindgenas y éste habito ha sido también asociado con el cancer cervical. El humo del
tabaco contiene y libera cerca de 4000 compuestos, algunos de los cuales son bien
conocidos como carcinégenos tales como los bencil pirenos, compuestos policiclicos
aromaticos y nitrosaminas. Uno de ellos es el NNK o 4-(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-
butanona el cual se ha encontrado en la mucosa cervical de mujeres fumadoras en
cantidades tres veces mayor que en la mucosa cervical de mujeres no fumadoras. El
hallazgo de NNK en esta mucosa es probablemente el destino final del compuesto en la
sangre. Pese a que fumar es un factor etioldégico del cancer cervical, no es el Unico
necesario y parece ser un factor poco importante en estudios en paises en desarrollo. En
un estudio que abarco 44 estados de Estados Unidos, 30 paises de Europa y otros 74 en
el resto del mundo se establecidé una prevalente correlacion entre el cancer cervical y el
habito de fumar cigarrillos en paises desarrollados. Sin embargo en Africa, donde los
casos de cancer cervical fueron mayores, los casos de fumadores fueron los mas bajos.
Esto establecido una correlacion negativa entre el cancer cervical y el habito de fumar
(Haverkos 2005). No obstante, el habito de fumar sigue siendo importante en diversos
tipos de cancer, principalmente el de pulmén.

Otros compuestos derivados de alquitran y del carbén que han sido asociados con
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cancer cervical como el factor mas importante a escala global son aquellos carcinégenos
generados por la guema de madera en estufas u hornos tradicionales. Es verosimil que la
inhalacion cronica de carcindgenos en el humo pudieran tener un efecto en la progresion

del cancer cervical, similar al observado por el humo del cigarro (Haverkos 2005).

2.13.7 Epidemiologia

Las enfermedades oncolégicas pertenecen a las causas lideres de muerte a nivel
mundial, sobretodo en paises en desarrollo. Reportes de la Organizacion Mundial de la
Salud sefalaron 7.6 millones de muertes por estas enfermedades en el 2008 y se calcula
que aproximadamente 70% de esas muertes ocurrieron en paises de bajo y mediano
ingreso. Aproximadamente un 30% de dichas cantidades podria ser reducido si los casos
fueran detectados y tratados en estadios tempranos, lo cual se ha demostrado con la
mayor efectividad de los tratamientos en etapas iniciales. Cerca del 30% de las muertes
por cancer son debido a 5 principales habitos de riesgo: Alto indice de masa corporal, bajo
consumo de frutas y verduras, carencia de actividad fisica, uso de tabaco y consumo de
alcohol. Muchos estudios se enfocan en la deteccion y localizacion de un tumor antes de
la metastasis, ya que este proceso es la principal razén de muertes por cancer; sin
embargo, las muertes por cancer siguen aumentando en todo el mundo y se estima cerca
de 13.1 millones de muertes en el afio 2030 (WHO, 2013).

A nivel mundial, los canceres de pulmon, estdbmago, higado, colon-recto, eséfago y
prostata son los més frecuentes en hombres. Mientras que en las mujeres los principales
causantes de defunciones son los canceres de mama, cérvico-uterino, pulmén, estbmago
y colon-recto (Garcia et al. 2007). En el caso de cancer cérvico-uterino, la mayor
incidencia esta representada en paises de medianos y bajos ingresos principalmente en
Ameérica del Sur y Africa, seguidos por América Central, algunos paises de Africa e India
mientras que América del Norte y Europa son lugares con menor incidencia de este tipo de
cancer (Schiffman and Castle 2005) (Figura 9).

De acuerdo al INEGI, el cancer represento la tercera causa de muerte entre las
mujeres mexicanas en el 2007. Se reportaron 35,303 defunciones femeninas (15.4%),
mientras que en los hombres fue la cuarta causa con 33,509 decesos (11.8%). Algunos

tipos de cancer se localizan de forma diferenciada en mujeres y hombres, ya sea por
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factores biolégicos o de riesgo, lo que influye en su prevalencia. En las mujeres los tres
principales tipos de cancer que causaron fallecimientos durante 2007 fueron: El de mama
(13.8%), cuello del datero (12.1%) e higado (7.6%); es importante sefialar que si bien
disminuyo el porcentaje de muertes por estos tipos de cancer en comparacion con 2006,
se continlan manteniendo en los primeros lugares. En los hombres, el cancer de préstata
(15.7%), de traquea, bronquios y pulmén (14%) y de estdbmago (9%) fueron las principales
causas de muerte por neoplasias malignas durante 2007; al igual que en las mujeres,
estas causas son similares a las de 2006, aunque el porcentaje de muertes que se les
atribuyen ha disminuido. De acuerdo al volumen poblacional, 36 de cada 100 muertes son
debidas a tumores malignos principalmente en cuatro entidades: Distrito Federal (10.7%),
Estado de México (10.6%), Veracruz (7.8%) y Jalisco (7.3%) (INEGI Report).

B<v4 [J<168 [J<25.8 [<3z4 [W<t73

Figura 9. Epidemiologia del CaCu a nivel mundial. Namero de casos de incidencia por cada
100,000 mujeres.

El uso de la citologia cérvico-vaginal convencional ha logrado reducir de manera
importante la mortalidad por este tipo de cancer en paises desarrollados, pero en América
Latina mueren alrededor de 32,000 mujeres cada afio pese a la disponibilidad de la prueba
(Almonte et al. 2010).

En México, en general, también se ha detectado una disminucion en la mortalidad
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por cancer cervical. Con el objetivo de elucidar los factores que han contribuido a esta
reduccion, el grupo de Lazcano-Ponce (Lazcano-Ponce et al. 2008) realiz6 una correlacion
mediante regresion lineal de los indicadores nacionales de mortalidad por este tipo de
cancer, cobertura de pruebas de diagnéstico (Pap), nacimientos y producto interno bruto.
Sus resultados dieron una correlacion positiva entre el incremento de cobertura de
diagnostico y disminucion en el nimero de nacimientos con una disminucion de casos de
cancer cervical. También encontraron que las mujeres de las areas central y
principalmente el sur del pais tienen un riesgo mayor que aquellas que viven en la zona
norte de México (Figura 10). Asi también, que existe una alta incidencia de falsos
negativos en el diagndstico (3.33 a 53.13%); por lo que recomiendan la acreditacion de

laboratorios de citologia cervical para mejorar la precision del diagndstico.
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Figura 10. Epidemiologia del CaCu en México. Taza Estandarizada de Mortalidad debida a cancer
cérvico-uterino por cien mil mujeres y generalizada por regiones.

2.13.8 Terapéutica

Las estrategias terapéuticas comunmente usadas para el tratamiento de
enfermedades oncologicas son cirugia, radioterapia, inmunoterapia y quimioterapia.
Aproximadamente el 50% de los pacientes diagnosticados con cancer se recuperan de la
enfermedad a través de alguno de estos métodos o mediante la combinacién de ellos
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(Martinez, 2003).

Las mujeres con cancer cervical tienen muchas opciones de tratamiento. Las
opciones comunmente usadas para el cancer cervical son la cirugia, radioterapia,
quimioterapia o una combinaciéon de meétodos. La seleccion de tratamiento depende
principalmente del tamafio del tumor y de si el cdncer se ha diseminado, aunque también
puede depender de si existe un embarazo o la paciente planea embarazarse en el futuro.
Se recomienda consultar a un especialista ginecdlogo oncélogo, es decir un cirujano que
se especializa en tratar cancer en la mujer. Dado que los tratamientos del cancer
frecuentemente dafian células y tejidos sanos, los efectos secundarios son comunes y

pueden no ser los mismos para cada persona.

2.13.8.1 Cirugia
La cirugia es una opcién para las mujeres con estadio | o Il de cancer cervical. El
cirujano extirpa el tejido que puede contener células cancerosas:
Cervicectomia uterina radical: El cirujano extirpa el cérvix, parte de la vagina y los
ganglios linfaticos en la pelvis. Esta opcion es para pocas mujeres que tienen pequefos
tumores y que quieren intentar quedar embarazadas mas adelante.
Histerectomia total: El cirujano extirpa el cérvix y el utero.
Histerectomia radical: El cirujano extirpa el cérvix, parte del tejido alrededor del cérvix, el
Utero y parte de la vagina.
Ya sea con la histerectomia total o con la radical, el cirujano puede extirpar otros tejidos.
Trompas de Falopio y ovarios: El cirujano puede extirpar tanto las trompas de Falopio
como los ovarios. Esta cirugia se llama salpingooforectomia.
Ganglios linfaticos: El cirujano puede extirpar los ganglios linfaticos cercanos al tumor
para ver si tienen cancer. Si las células cancerosas se diseminaron a los ganglios
linfaticos, esto significa que la enfermedad puede haberse diseminado a otras partes del
cuerpo.
Después de una cervicectomia uterina radical, algunas mujeres tienen problemas
de vejiga durante unos pocos dias. La estancia en el hospital generalmente es de 2 a 5
dias.
Con la histerectomia, la duracién de la estancia en el hospital puede variar de varios
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dias a una semana. Es comun sentir debilidad y cansancio por algun tiempo. También es
posible tener problemas de nauseas y vomitos, asi como de vejiga y de intestino. La
mayoria de las mujeres vuelven a sus actividades normales de 4 a 8 semanas después de
la cirugia. Después de este tratamiento, las mujeres ya no tienen periodo menstrual y no
pueden quedar embarazadas.

Cuando se extirpan los ovarios, la menopausia aparece de inmediato. Los sofocos o
bochornos y otros sintomas de la menopausia causada por la cirugia pueden ser mas
graves que los producidos por una menopausia natural. Se ha demostrado que algunos
medicamentos ayudan con estos sintomas y pueden ser mas eficaces si se comienzan a
tomar antes de la cirugia (NCIUS, 2011).

2.13.8.2 Radioterapia
La radioterapia (llamada también terapia de radiacién) es una opcién para mujeres
en cualquier estadio del cancer cervical. Las mujeres en una etapa temprana de cancer
cervical pueden elegir terapia de radiacion en vez de cirugia. Esta terapia también puede
usarse después de la cirugia para destruir cualquier célula cancerosa que pudiera quedar
en el area. Las mujeres con cancer que se extiende mas alla del cérvix pueden recibir
radioterapia 0 quimioterapia. La terapia de radiacién usa rayos de alta energia para
eliminar las células cancerosas y afecta Unicamente las células en la parte tratada.
Los médicos usan dos tipos de radioterapia para tratar el cancer cervical. Algunas
mujeres reciben ambos tipos de terapia:
Radioterapia externa: Una maquina grande dirige la radiacion hacia la pelvis u otros
tejidos donde se ha diseminado el cancer. El tratamiento se administra ordinariamente en
un hospital o clinica. Se puede recibir radiacion externa 5 dias a la semana durante
varias semanas y cada tratamiento se lleva s6lo unos pocos minutos.
Radioterapia interna: Se coloca un tubo delgado dentro de la vagina. El tubo contiene un
material radiactivo. Es probable que la paciente necesite permanecer en el hospital
mientras tiene colocada la fuente radiactiva (hasta 3 dias) o bien, la sesion de tratamiento
puede durar s6lo unos pocos minutos. Una vez que se retira la sustancia radiactiva, no
gueda radioactividad en el cuerpo. La radiacién interna puede repetirse dos 0 mas veces

durante varias semanas.
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Los efectos secundarios de la radioterapia dependen principalmente de cuénta
radiacion se administra y de la parte del cuerpo que recibe el tratamiento. La radiacién en
el abdomen y pelvis puede causar nauseas, vomitos, diarrea, problemas urinarios y puede
perderse el vello del area genital. Ademas, la piel de la parte tratada puede enrojecerse,
resecarse y hacerse sensible. La paciente puede experimentar sequedad, comezén o
ardor en la vagina. Es posible que el médico recomiende esperar a tener relaciones
sexuales hasta que transcurran unas pocas semanas después que finalice el tratamiento
de radiacion.

Es probable sentir mucho cansancio durante la radioterapia, especialmente en las
dltimas semanas del tratamiento. El descanso es importante, pero los médicos
generalmente aconsejan a sus pacientes que traten de estar tan activas como sea posible.
Aunque los efectos secundarios de la terapia con radiacion pueden causar molestias,
éstos se pueden tratar o controlar.

Otro efecto secundario duradero es que la radioterapia dirigida al area pélvica
puede dafar los ovarios. Generalmente se detienen los periodos menstruales y las
mujeres padecen bochornos y resequedad vaginal. En las mujeres mas jovenes hay mas
probabilidad de que vuelva el periodo menstrual. Las mujeres que quieran quedar
embarazadas después de la radioterapia deberan preguntar a su equipo de atencién

meédica sobre cOmo preservar sus ovulos antes de comenzar la terapia con radiacion.

2.13.8.3 Quimioterapia

La quimioterapia es el uso de farmacos para destruir las células cancerosas. Los
farmacos para el cancer cervical se suelen inyectar por via intravenosa. Es posible recibir
la quimioterapia en una clinica, en el consultorio del médico o en casa, pero algunas
mujeres pueden necesitar permanecer en el hospital para el tratamiento. La quimioterapia
generalmente se combina con radioterapia para el tratamiento del cancer de cérvix y
cuando el cancer se ha diseminado a otros 6rganos, se puede usar solo la quimioterapia.

Los efectos secundarios dependen principalmente de los farmacos que se usan y
de la dosis. La quimioterapia destruye células cancerosas que crecen con rapidez, pero
los farmacos pueden también dafiar las células normales que se dividen con rapidez, tales

como:
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Globulos de la sangre: Cuando la quimioterapia hace bajar las concentraciones de
glébulos de la sangre sanos, se tienen mas probabilidades de contraer infecciones, de
magullarse o de sangrar con facilidad y puede sentirse mucha debilidad y cansancio. El
equipo de atencion médica realizara analisis de sangre para vigilar las concentraciones
bajas de glébulos de la sangre. Si las concentraciones estan muy bajas, se puede
detener la quimioterapia por un tiempo o reducir la dosis del farmaco. Existen ademas
medicamentos que pueden ayudar a que el cuerpo produzca glébulos nuevos.

Células en las raices del pelo: La quimioterapia puede causar la pérdida del pelo. El
cabello generalmente volvera a crecer al finalizar el tratamiento, pero es posible que sea
diferente en color y textura.

Células que revisten el aparato digestivo: La quimioterapia puede causar falta de apetito,
nauseas y vomitos, diarrea o llagas en la boca y labios. El equipo de atencién médica
puede suministrar medicamentos y sugerir otras formas de controlar estos efectos.

Otros efectos secundarios pueden incluir salpullido en la piel, hormigueo o
adormecimiento de las manos y pies, problemas auditivos, pérdida del equilibrio, dolor en
las articulaciones, hinchazén de piernas y pies. La mayoria de ellos desaparecen cuando
termina el tratamiento (NCIUS, 2011).

Para algunos tipos de cancer, la quimioterapia es la Unica terapia efectiva porque
ésta distribuye el farmaco a través del sistema circulatorio (Martinez, 2003). Sin embargo,
una complicacion grave en el tratamiento anti-cancer con quimioterapia es una respuesta
terapéutica inadecuada, la cual es causada por la resistencia del organismo a los
farmacos empleados. Por ello, la resistencia es uno de los motivos que promueven la
busqueda de nuevos compuestos efectivos contra células tumorales de origen tanto
natural como sintético (Letasiova et al. 2006).

En el cancer cervical localizado, la quimioterapia con cis-Platino aun representa la
mejor opcién de tratamiento pese a que usualmente resulta en una toxicidad excesiva y
corta duracion de la respuesta. Nuevos agentes quimioterapéuticos usados ampliamente
en otros tipos de cancer han sido empleados en combinacién con cis-Platino en el
tratamiento de cancer cervical mejorando su eficacia como agentes solos. Sin embargo, la
toxicidad sigue siendo el factor limitante en el caso de pacientes previamente irradiados o
tratados con otros agentes (Savarese and Cognetti 2003).
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2.14 PROPIEDADES DE LOS PRINCIPALES TIPOS DE FARMACOS
ANTINEOPLASICOS

En la quimioterapia, los compuestos generalmente empleados para el tratamiento
de enfermedades neoplasicas pueden ser clasificados en varios grupos.
Antimetabolitos: Entre ellos se encuentra el 5-fluorouracilo, el cual es un analogo de
fluoropirimidina que afecta de manera negativa la sintesis de ADN y ARN en el nucleésido
pirimidina. Gemcitabine es otro analogo sintético de pirimidina con el mismo efecto anterior
y el metotrexato que inhibe a la dihidrofolato reductasa y por lo tanto agota el folato
reducido de la célula, el cual se requiere para la sintesis de ADN.
Agentes alquilantes: Estos incluyen al melfalan y a la ciclofosfamida, la cual esta
guimicamente relacionada a compuestos del gas mostaza pero con nitrdgeno en vez de
sulfuro. En el higado, la ciclofosfamida es convertida a los metabolitos activos
aldofosfamida y fosforamida uniéndose al ADN e inhibiendo la replicacién de éste e
iniciando la muerte celular.
Antraciclinas: Estos agentes terapéuticos se basan en compuestos de
tetrahidronaftacenediona. Inhiben la sintesis de ADN y ARN por la intercalacion entre los
pares de bases de las cadenas nucleotidicas; por lo tanto previenen la replicacion de las
células en crecimiento rapido. Estos compuestos también crean especies reactivas de
oxigeno mediadas por hierro que dafian al ADN y a las membranas celulares.
Inhibidores de ADN metiltransferasas: El 2'-deoxi-5-azacitidina (DAC) es un analogo
quimico del nucleétido citidina. Este se incorpora en el ADN o ARN e inhibe a la
metiltransferasa de ADN. Por lo tanto, causa demetilacion, lo cual a su vez conduce a la
reactivacion de genes silenciados, incluyendo genes supresores de tumores.
Compuestos del platino: Estos incluyen al cis-Platino y al oxaliplatino. El segundo es un
agente activo contra el cancer de colon y actia de manera sinérgica con el 5-fluorouracilo.
Derivados activos del oxaliplatino forman tanto inter como intra cruzamiento de cadenas
de ADN vy platino, lo que resulta en la inhibicién de la replicacion y transcripcion del ADN.
Agentes contra el huso mitético: Entre ellos se encuentran los taxanos Paclitaxel (Taxol de
Bristol-Myers Squibb) y el Docetaxel (Taxotere de Sanofi-Aventis). Su mecanismo principal
es la estabilizacion del enlace tubulina-GDP en los microtibulos. Los microtubulos son
esenciales para la divisién celular y los taxanos detienen este proceso. Al contrario de los
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taxanos, los alcaloides de vinca destruyen los husos mitéticos (Zitvogel et al. 2008).

2.15 VACUNA CONTRA EL VPH

Considerando que el virus de papiloma humano ha sido reconocido como el agente
etiolégico principal para el cancer cervical y su infeccion como la causa lider de muertes
por cancer en todo el mundo, en los ultimos afios se han realizado numerosas
investigaciones que contribuyen a documentar los mecanismos moleculares de la
transformaciéon maligna y la persistencia del virus. El entendimiento claro de la
epidemiologia molecular de HPV vy la disponibilidad actual de técnicas de diagndstico
molecular han provisto la base para estrategias de prevencion de infecciones por HPVs
relacionados a carcinomas e incluso han sido desarrolladas las primeras vacunas
altamente efectivas. Sin embargo, las investigaciones contindan en torno a estudios
inmunoldgicos sobre la virologia y epidemiologia molecular de las infecciones por HPV con
el objetivo de erradicar a estos importantes patdbgenos humanos (Menzo et al. 2007) y en
consecuencia, al cancer cervical.

Hace no mas de una década, la Administracion de Drogas y Alimentos de los
Estados Unidos (Food and Drug Administration, FDA) aprobd dos vacunas que previenen
la infeccion por VPH para su introduccion al mercado. Esto con el objetivo de prevenir el
cancer de cuello uterino. La primer vacuna, Gardasil®, es una vacuna cuadrivalente que
protege contra los tipos de VPH 6, 11, 16 y 18 producida por Merck. La segunda, Cevarix®,
es una vacuna bivalente dirigida especificamente contra los VPH tipos 16 y 18 que son los
de alto riesgo y causantes de la mayoria (70%) de los casos de cancer cérvico-uterino.
Ambas vacunas tienen su origen basado en tecnologia desarrollada en parte por
cientificos del Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos, que forma parte de los
Institutos Nacionales de Salud (NIH) y que a su vez, otorgo la licencia de la tecnologia
para la produccion y distribucion de tales vacunas (Koutsky et al. 2002).

Gardasil® tiene ventaja sobre Cevarix® por la proteccién adicional contra dos tipos
de VPH causantes de verrugas genitales; sin embargo, se considera que un 10% de casos
de verrugas genitales no se evitaran con esta vacuna. La aplicaciéon de las vacunas contra
VPH no garantiza la proteccién completa contra infecciones persistentes ni contra otros

tipos de VPH. Las vacunas tampoco tratan una infeccion de VPH ya establecida ni impiden
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otras enfermedades de transmision sexual, pero su importancia radica en el potencial de
reducir hasta en dos terceras partes el nimero de muertes por CaCu en todo el mundo, si
todas las mujeres se vacunaran y si el efecto de proteccion es a largo plazo. Por ello se
contindan realizando estudios para establecer las dosis adecuadas y posibles dosis de
refuerzo que puedan mantener la efectividad de la vacuna durante varios afios (Steinbrook
2006).

Sin embargo, aun cuando ya se tienen disponibles en el mercado estas vacunas
para prevenir el cancer cérvico-uterino, la busqueda de nuevos compuestos con accion
antitumoral continta para el tratamiento de éste y todos los tipos de cancer en los casos
donde ya se han establecido. Para ello se hace uso de metodologias y materiales
tradicionales como el uso de infusiones y extractos de plantas; o novedosos, como el

disefio de compuestos mediante programas computacionales.

2.16 DISENO DE FARMACOS in silico

El término in silico es una expresion relativamente nueva acufiada para describir
algo hecho por computadora o mediante simulacion computacional, ya que hace
referencia al silicio del que estdn hechos los semiconductores que permiten el
almacenamiento de informacion. Este vocablo se us6 por primera vez para especificar
que ciertos experimentos bioldgicos habian sido llevados a cabo enteramente en un
procesador y actualmente ya es un término universal referenciado en libros y revistas
especializadas (Miramontes 1992).

Los métodos in silico se usan para la validacion de técnicas, disefio de nuevas
moléculas y prediccion de los efectos bioldégicos de compuestos en la salud humana,
sobretodo su toxicidad. De esta manera, se reducen los gastos que implica evaluar la
toxicidad de numerosos compuestos en estudios in vitro e in vivo enfocandose solo en
aguellos que han sido seleccionados mediante estas metodologias, aun antes de su
sintesis (Dearden 2003). Los toxicGlogos también aprovechan las bases de datos publicas
para explicar funciones biolégicas a nivel molecular utilizando programas bioinformaticos
con los que pueden detectar y cuantificar rapidamente secuencias expresadas y asi
predecir genes blanco y su modo de regulacién, o bien, descubrir biomarcadores, genes
pronésticos o de diagnéstico y hasta perfiles de expresion (Fielden et al. 2002). Por ello,
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es importante considerar que estas nuevas tecnologias son herramientas atiles y que
gracias a ellas se han descubierto nuevos farmacos como se verd mas adelante, y es asi

también como se han desarrollado los compuestos evaluados en este trabajo.
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3.0 ANTECEDENTES

3.1 COMPUESTOS HETEROCICLICOS

3.1.1 Heterociclicos

Los compuestos heterociclicos son aquellos en donde al menos dos de los
elementos que constituyen un anillo son distintos, a diferencia de los homociclicos donde
todos los elementos son del mismo tipo. Los compuestos heterociclicos pueden ser
inorganicos, pero la mayoria de ellos contiene por lo menos un carbon y se clasifican de
acuerdo a su estado de saturacion y el numero de heteroatomos. Las piperidinas son
compuestos con un anillo de seis miembros, saturados y con un solo heteroatomo que es
Nitrogeno. Las morfolinas también contienen al menos un anillo de seis miembros y son

saturadas, pero la diferencia es la presencia de dos heterodtomos, Oxigeno y Nitrdgeno

(Figura 11) (Sainsbury 2002).
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Figura 11. Estructura de los heterociclos A) piperidina y B) morfolina.

Muchos compuestos heterociclicos son producto de la biosintesis en plantas y
animales y generalmente son metabolitos biolégicamente activos. Algunos ejemplos son
las toxinas que producen algunas plantas y que alejan a los depredadores o los pigmentos
gue exhiben algunos animales para atraer pareja o las plantas para atraer polinizadores
(Sainsbury 2002).

Los heterociclicos se encuentran en todos los tipos de compuestos organicos y se
usan en diversas areas de la vida cotidiana como Optica, electronica, biologia y
farmacologia. Colorantes, pesticidas, herbicidas y muchos medicamentos naturales son
heterociclicos (entre ellos la morfina) y casi todos los farmacos sintéticos conocidos

también lo son (tales como diazepam, metronidazol, barbitaricos, captopril y metotrexato)
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(Dua et al. 2011). Ejemplos de heterociclicos esenciales para la vida son el grupo heme y
sus derivados en la sangre, la clorofila indispensable para fotosintesis en las plantas, las
bases que componen a los &cidos nucleicos ADN y ARN y los azucares que, al
combinarse con fosfatos, otorgan la columna estructural que determina la topologia de los
acidos nucleicos (Sainsbury 2002).

Por otra parte, todos los procesos biolégicos en los organismos dependen de
reacciones quimicas en las que participan muchos compuestos heterociclicos como
vitaminas, enzimas, coenzimas, ATP, serotonina y acidos nucleicos. Esto es porque los
heterociclicos pueden comportarse como &cidos o bases dependiendo del pH,
interaccionar con agentes electrofilicos o nucleofilicos, ser oxidados o hidrogenados,
producir complejos estables con iones metalicos y asi participar en un amplio rango de
tipos de reacciones. Ademas de los heterociclicos naturales, muchos heterociclicos
sintéticos tienen un amplia distribucidbn con uso terapéutico como antibacterianos,
antifingicos, antivirales, analgésicos, antiinflamatorios, relajantes musculares,
anticonvulsivantes, inhibidores de peroxidacion lipidica, antidepresivos, antihelminticos y
antitumorales, entre muchas otras aplicaciones importantes no farmaceéuticas (Sainsbury
2002).

La mayoria de farmacos citostaticos o antineoplasicos interfieren con el proceso de
division celular (mitosis) para matar selectivamente a las células que estan en proliferacion
acelerada. Esto lo hacen mediante diversos mecanismos de accion tal como la inhibicion
de la sintesis de ADN. Los heterociclicos antineoplasicos conocidos generalmente
pertenecen a los agentes alquilantes (mostaza nitrogenada, bendamustina y uramustina) o
a alguna de las tres clases de antimetabolitos: i) Analogos de purina (cladridina y
mercaptopurina), ii) Analogos de pirimidina (5-fluorouracilo, azatioprin y azacitidina) vy iii)
Antifolatos (aminopterina y pemetrexed) (Dua et al. 2011). Actualmente existen varias
referencias de nuevos heterociclicos sintéticos del tipo piperidinas y morfolinas que
confirman el potencial antineoplasico de este tipo de compuestos y a continuacion se

mencionan algunos de ellos.
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3.1.2 Estudios de compuestos del tipo piperidinicos

Investigadores de la Republica Checa y Espafia, Kasparkova y colaboradores en el
2003 evaluaron varios aspectos moleculares de complejos de platino con ligandos de
piperidina. Las células empleadas fueron HeLa, CHO AA8 y CHI1cisR, la primera
proveniente de carcinoma cervical y las segundas son modificaciones de la linea original
CHO proveniente de ovario de hamster sano, siendo la ultima una seleccion de clonas
sensibles a un anélogo de cis-Platino. Sus resultados indican que la sustitucion de un
grupo amino con una piperidina incrementa el potencial citotoxico y reduce la cantidad de
platino acumulado en las células, lo cual es uno de los fendmenos asociados con la
toxicidad de este tipo de farmacos antineoplasicos. Los compuestos fueron capaces de
unirse al ADN formando aductos y causando efecto en eventos celulares consecuentes
como el reconocimiento por proteinas de reparacion (Kasparkova et al. 2003b).

En el Reino Unido y Nueva Zelanda, Pors y colaboradores en el 2006 estudiaron la
citotoxicidad in vitro, el efecto como alquilantes y otros analisis de estructura-actividad de
cloroetilamino-antraquinonas con anillos de piperidinil y pirrolidinil en las células de cancer
de ovario A2780 y las variantes AD resistente a doxorrubicina y Cp70 resistente a cis-
Platino. El mejor valor de 1Csy que obtuvieron fue menor a 40 nM vy los valores obtenidos
en el panel de lineas celulares del NCIUS fluctian desde 96 hasta 182 nM. Los autores
encontraron que existe interaccion de sus moléculas con el ADN en concentraciones entre
0.01 y 10 uM pero no inducen el desenrrollamiento de esta macromolécula (Pors et al.
2006).

En un trabajo que involucra investigadores de Israel, Palestina, Republica Checa y
Espafia, Najajreh y colaboradores, también en el 2006, realizaron la sintesis,
caracterizacion y estudios in vitro e in vivo de varios complejos de trans-Platino con
ligandos piperidino-piperidinas. Las células utilizadas en ambos modelos fueron de cancer
de ovario (A2780 y A2780cisR) y de colon (C-26). En la linea A2780, los complejos trans-
[PtCl(Am)(pip-pip)]-HCI fueron citotoxicos con valores de ICso en el rango de 15-30 uM
siendo mas potentes que la molécula base trans-Platino, pero menos efectivos que el cis-
Platino. Casi todos los complejos bisustituidos fueron mucho mas activos contra la linea
resistente A2780cisR que contra otras dos lineas resistentes CH1cisR y 41McisR (lineas

inmortalizadas de ovario de hamster resistentes a cis-Platino). En el modelo in vivo se
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manejaron grupos a los que inyectaron células A2780 o C-26. Los compuestos
sintetizados fueron significativamente menos téxicos que cis-Platino aunque también
menos efectivos para inhibir el crecimiento tumoral (Najajreh et al. 2006).

En colaboracién de USA y Taiwan, Yang y colaboradores en el 2009 sintetizaron y
evaluaron 19 analogos de tiloforina basados en fenantreno con diversos grupos
funcionales de piperidina in vitro y en estudios mecanisticos. Los compuestos mostraron
actividad inhibidora de la proliferacion celular sobre cultivos de células tumorales
nasofaringeas (KB y KBvin), de pulmon (A549) y de prostata (DU145) con valores de I1Csg
entre 0.08 y 18.09 pM. Los autores sefalan que el efecto citotéxico e inhibidor del
crecimiento tumoral de estos compuestos se lleva a cabo a través de la activacion de la
proteina Akt, que participa en la proliferacion celular y se encuentra mutada y

sobreexpresada en células tumorales (Yang et al. 2009).

3.1.3 Estudios de compuestos del tipo morfolinico

En Japon, limura y colaboradores en el 2001 evaluaron la actividad citotoxica de
compuestos analogos del docetaxel (deoxi-morfolinoetil) en células humanas de cancer de
pulméon PC-6, PC-12 y PC-6/VCR29-9 con la técnica de MTT. El rango de las
concentraciones que inhibieron el 50% de la proliferacion celular fluctu6 de 0.26 a 40.4
ng/ml, lo cual indica su potencial antitumoral. Los mismos compuestos fueron evaluados in
vivo sobre un modelo de tumores inducidos en ratones con células de melanoma B16 y
BL6. Uno de los compuestos fue efectivo en inhibir el crecimiento del tumor a dosis de
112.5 mg/kg por via oral y 75 mg/kg por via intravenosa. Cuando la dosis efectiva del
compuesto de referencia docetaxel para obtener el mismo efecto fue de 800 mg/kg (limura
et al. 2001).

En Hungria, Hollosy y colaboradores en el 2002 estudiaron el efecto de las cetonas
de Mannich con sustituyentes de los tipos morfolinil, pirrolidin y piperidil sobre células de
adenocarcinoma humano A431 con la técnica de MTT. Ellos encontraron que sus
compuestos tienen efecto inhibidor de la proliferacion celular y que ésta es proporcional a
la lipofilicidad de las moléculas. Este mismo efecto se manifesté al inducir apoptosis sobre

las mismas células evaluando laminillas tefidas con hematoxilina-eosina, asi como células
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en suspension tratadas con naranja de acridina y bromuro de etidio para su posterior
observacion en microscopio de fluorescencia (Hollosy et al. 2002).

En un trabajo en colaboracion de Tailandia y Japon, Sutornchashwej y
colaboradores en el 2005 evaluaron un analogo de morfolina y el extracto con acetato de
etilo de Bursatella leachii sobre células KB (carcinoma epidermoide humano de
nasofaringe), NCI-H187 (cancer de células pequefias de pulmdén) y BC (células de cancer
de mama) empleando la técnica de SRB. Sus resultados de citotoxicidad arrojaron valores
de EDsp entre 0.86 y 1.20 uM. Los compuestos estimularon el ensamblaje de actina y
mostraron actividad fungicida, aunque fueron inactivos en ensayos in vitro anti-malaria y
anti-tuberculosis (Suntornchashwej et al. 2005).

En 2010, Venkatesan y colaboradores reportaron la sintesis de una serie de
derivados de bis(morfolino-1,3,5-triazina), de las cuales, el compuesto 1-(4-{[4-
(dimetilamino)piperidin-1-yl]carbonyl}fenil)-3-[4-(4,6-dimorfolin-4-il-1,3,5-triazin-2-
iNfenillurea (PKI-587) es un potente inhibidor de la via de sefalizacién fosfatidilinositol-3-
quinasa. PKI-587 disminuy6 la sobrevivencia y proliferacion de las células tumorales
modificadas MDA-361 y PC3MM2 de cancer de mama y proOstata, respectivamente y
ademas tuvo importante actividad en la regresion de tumores en un modelo xenografico
con células MDA-361 (Venkatesan et al. 2010).

3.1.4 Compuestos de la serie LQM300

Los heterociclicos evaluados en el presente trabajo se sintetizaron en el Laboratorio
de Quimica Medicinal de la FESC-UNAM. Entre diversas series de compuestos de nueva
sintesis, se estudiaron algunos de la denominada serie LQM300, cuya sintesis se realiz6
por el método de sustitucion electrofilica aromatica via base de Mannich irradiando con luz
infrarroja en ausencia de disolventes. La purificacion de cada uno de ellos se realizo
mediante cromatografia en columna utilizando silica gel como fase estacionaria y
gradiente de hexano-acetato de etilo como fase mavil, agrupando las fracciones con base
en los resultados obtenidos en cromatografias de capa fina (Velazquez et al. 2006). Los
efectos cardiovasculares de algunos compuestos de esta serie fueron evaluados en ratas
normotensas e hipertensas por Veldzquez y colaboradores en 2008 comparandolos con
los farmacos captopril, losartdn y omapatrilat. Los resultados mostraron que, al menos dos

59



Frias GS Antecedentes

de los compuestos, tuvieron importante efecto al disminuir la presion arterial promedio asi
como las diastdlica y sistélica, mientras que otros tuvieron un efecto menor pero mostraron
la misma tendencia. Se encontré que algunos compuestos no sélo disminuyen la presion
arterial sino también el ritmo cardiaco, por lo que podrian tener actividad anti-arritmica
(Velazquez et al. 2008). En el presente trabajo se evalué por primera vez la actividad
citotoxica, antioxidante y mutagénica de 4 compuestos de la serie LQM300 (Figura 12).

~ o Y
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Figura 12. Estructuras de los cuatro compuestos heterociclicos de la serie LQM300 seleccionados
para el estudio de su actividad citotOxica, antioxidante y mutagénica.

3.2 COMPLEJOS METALICOS

Un complejo metalico es una estructura molecular en la que un atomo o i6n
metalico (generalmente un catién) forma un enlace con cierto nimero de aniones 0

moléculas dotadas de pares de electrones no compartidos. A los complejos metalicos
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también se les llama compuestos de coordinacién y generalmente contienen al menos un
metal de transicion que funciona como atomo aceptor, mientras que el ligante es o incluye
al atomo donador que cede al menos un par de electrones (Enciclopedia-Universal 2012).
Las numerosas combinaciones entre metales y ligantes resultan en compuestos con
diferentes propiedades como solubilidad y polaridad que pueden, de igual manera, poseer
diversos tipos de actividad biolégica.

3.2.1 Complejos metélicos antineoplasicos

Los farmacos antineoplasicos que se utilizan generalmente para el tratamiento del
cancer causan efectos secundarios graves y generan resistencia, o que demuestra la
necesidad de buscar nuevas alternativas seguras para el tratamiento de esta enfermedad.
El cis-diaminodicloroplatino (Il) (cis-Platino) sigue siendo uno de los agentes
quimioterapéuticos anti-tumorales actuales mas eficaces y a partir de su éxito, se han
sintetizado varios complejos derivados del platino con la intencion de producir nuevos
compuestos anti-neoplasicos que tengan una actividad semejante y que reduzcan los
efectos adversos que los farmacos actuales producen (Uehara et al. 2011). Algunos de los
nuevos complejos metalicos que se han creado y evaluado in vitro incluyen metales tales
como el galio, oro, niquel, cobre, y zinc (Frezza et al. 2010, Laine and Passirani 2012). El
cobre, al igual que otros metales traza, es esencial para la funcion de proteinas que estan
implicadas en varios procesos biologicos como la respiracion, el metabolismo, la sintesis
de ADN vy las reacciones de oxidacién-reduccién (Marzano et al. 2009), mientras que su
deficiencia o desequilibrio se asocia con trastornos neuroldgicos severos, incluyendo la
enfermedad de Alzheimer, de Parkinson (Donnelly et al. 2008), de Wilson y de Menkes
(Wang T. and Guo 2006). Debido a que las caracteristicas quimicas de los metales de
transicion proporcionan oportunidades para desarrollar nuevos farmacos contra el cancer
basados en metales con diferentes mecanismos de accién, los complejos que contienen
cobre u otros metales representan una nueva generacion de agentes antitumorales

alternativos (Ruiz-Azuara and Bravo-Gomez 2010).

3.2.2 Estudios de compuestos de cobre como antitumorales

En India, Patil y colaboradores en 1989 sintetizaron 5 nuevos complejos de cobre
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con 5-fenilazo-3-metoxi saliciliden tiosemicarbazona, entre otros compuestos. Ademas de
los estudios de caracterizacion, los complejos mas representativos fueron evaluados in
vitro e in vivo contra células de leucemia P388 sensibles y resistentes a adriamicina
(P388/S y P388/R). El estudio con células se llevo a cabo utilizando timidina tritiada como
una medida indirecta de la concentracién de ADN, con lo que observaron que a mayor
concentracion del compuesto (al que nombraron BRH2) hay una marcada inhibicién en la
sintesis de ADN, siendo significativa desde concentraciones bajas (0.2 pg/ml) en las
células sensibles a adriamicina, seguidas no por mucha diferencia, por las resistentes (0.3
pg/ml). In vivo, el mismo compuesto evaluado en ratones transplantados con las mismas
células y tratados en los dias 1, 5y 9 después de las inoculacién con las células P388/S
mostro incrementar la sobrevida de los ratones en un 50% (Patil et al. 1989).

En el mismo pais, Murugkar y colaboradores en 1999 consideraron la efectividad
del Taxol como farmaco antitumoral y su limitada biodisponibilidad y solubilidad en agua,
para sintetizar un complejo de cobre derivado del 10-deacetilbaccatintiosemicarbazona
(DABTSC), una molécula que previamente fue reportada como un analogo activo del Taxol
y que es facilmente obtenida de taxanos inactivos que son muy abundantes. Se evaluo la
actividad antiproliferativa del nuevo compuesto con cobre CuTATSC a concentraciones
entre 0.3 y 1.0 mg/ml sobre las células de cancer de mama MCF-7 utilizando la técnica de
MTT y la incorporacion de timidina tritiada, encontrando que las células tratadas con el
compuesto sin cobre permanecian en arresto en la proliferacion, pero se mantenian
viables, mientras que las tratadas con el complejo de cobre fueron no viables comparando
con cis-Platino a las mismas concentraciones. La citotoxicidad de ambos compuestos no
es significativamente distinta a concentraciones por debajo de 0.3 mg/ml (12.5 uM), pero
el complejo de cobre es significativamente letal a dosis mayores de 0.5 mg/ml (25 uM)
(Murugkar et al. 1999).

En la ultima década hubo un auge de publicaciones sobre la sintesis y estudio de
nuevos complejos metalicos, principalmente de cobre. Entre ellos se encuentran las
Casiopeinas®, complejos de cobre que fueron disefiados con base en las actividades
antitumorales de cis-Platino y otras series de metales de transicion, de los cuales varios
han sido patentados por la Dra. Ruiz-Azuara desde 1990. En México, Gracia-Mora y

colaboradores reportaron en el 2001 algunas casiopeinas que fueron varias veces mas
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citotoxicas que el cis-Platino contra algunas lineas celulares de cancer de cuello uterino
como Hela, SiHa, Ca Ski, C-33 A y CalLo evaluadas con la técnica de sulforodamina.
Mientras que el cis-Platino requiri6 concentraciones de 4.5 uM a 35 uM para inhibir el
crecimiento del 50% de células, HelLa, SiHa y Ca Ski, las casiopeinas fueron capaces de
tener el mismo efecto a 24 h de exposicion con cantidades 10 a 100 veces menores
(Gracia-Mora et al. 2001).

En China, Guo y colaboradores (Guo et al. 2010) evaluaron un nuevo complejo de
cobre [(ETDPA)Cu(phen)](ClO,4), del cual se ha probado su potencial de union al ADN. Se
evalué la proliferacién celular en varias lineas tratadas con este compuesto a varias
concentraciones (2 a 40 uM) durante 48 h empleando la técnica de MTT. La linea celular
mas sensible a este compuesto fue la de cancer cervical HeLa con una ICsy de 5.1 uM,
seguida por las células de carcinoma esofagico ECA109 (5.2 uM), de cancer de mama
MCF-7 (6.5 uM) y de cancer de pulmén (19.3 uM). El efecto del compuesto en la
distribucion del ciclo celular fue una significativa reduccion de células en la fase G2/M a 24
h, mientras que a 48 h sélo el 2.7% de las células permanecieron en esa fase o en la fase
de sintesis. La poblacion de G1 se incrementd en un 58% del mostrado por las células
control y a 68.5 y 80.5% a las 24 y 48 h posteriores al tratamiento, respectivamente. Tras
la evaluacion con fluorescencia de la proteina LC3 considerada como representativa de la
formacion de vacuolas, los autores sugieren la muerte celular por autofagia, ya que las
células tratadas con su complejo de cobre mostraron una mayor densidad de fluorescencia
al compararlas con el grupo control. EI complejo de cobre también propicié un incremento
en la formacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) de una manera dosis-
dependiente, lo que sugiere una continua generacion de EROs durante el proceso de
muerte celular inducida con el complejo de cobre [(ETDPA)Cu(phen)](ClO4), (Guo et al.
2010).

Entre otros complejos de cobre que son citotoxicos contra diversos tipos de células
cancerosas humanas, se encuentran los complejos ternarios de cobre (lI) de amino-
cumarinas con fenantrolina reportadas por Jia y colaboradores en 2010. Algunos de estos
compuestos inhibieron el crecimiento de las células PC3 de cancer de prostata y las
células cancerosas de leucemia mieloide humana HL-60 al incubarlas durante 24 — 48

horas con concentraciones de hasta 300 uM vy evaluadas con el ensayo de fosfatasa
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acida. Estos complejos presentaron valores de ICso de 2.4 a 35 yM y una tendencia a
interactuar y posiblemente dafiar el ADN, aunque también inhibieron a las células
normales de higado de la linea LO2 (Jia et al. 2010).

Raman y colaboradores también en 2010 reportaron el disefio y sintesis de
complejos de cobre (II) y zinc (Il) que mostraron ser citotéxicos frente a las lineas celulares
tumorales humanas HelLa (cancer cervical humano), Hep2 (céncer epitelial de laringe
humana), HepG2 (cancer de higado humano) y MCF-7 (células de cancer de mama
humano) al evaluarlos mediante el ensayo de MTT a 72 h de incubacion con los
compuestos. Particularmente, sus complejos de cobre fueron mas citotéxicos contra todas
las lineas tumorales que evaluaron al compararlos con los complejos de zinc, pero fueron
menos potentes que el cis-Platino. La geometria adoptada por estos complejos les permite
la unién con el ADN y posiblemente una actividad enzimatica en la presencia de agentes
oxidantes. Ademas, todos sus complejos mostraron tener actividad antimicobacteriana
contra la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis (Raman et al. 2010).

En los dltimos afos, estas y otras publicaciones sobre complejos de cobre
citotoxicos han demostrado que muchas veces su mecanismo de accién se basa en la
intercalacion en el ADN y la actividad de escisibn sobre este acido nucleico
(Krishnamoorthy et al. 2012, Lakshmipraba et al. 2011), asi como en la capacidad de
inducir apoptosis u otras formas de muerte celular (Boulsourani et al. 2011, Tardito et al.
2009), por lo que en este trabajo decidimos evaluar, con mayor detalle, al complejo de
cobre LQM402.

3.2.3 El complejo de cobre(ll) LQM402

El complejo de cobre(ll) LQM402 (Figura 13) fue sintetizado en la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan por el grupo del Dr. Enrique Angeles Anguiano. La sintesis
se realizd mezclando en etanol 1.081 g de cobre(ll) acetato, 0.1 ml de NH,OH y 1.602 g
del ligante 2,6-Bis(morfolinometil)fenol reportado previamente por Velazquez et al., 2008.
La mezcla se mantuvo en agitacion constante durante 18 h a temperatura ambiente, se
elimind el disolvente y el precipitado se colectdé para recristalizar en etanol y
posteriormente filtrarlo. Como producto de sintesis se obtuvo el compuesto (p4-Oxo0) tetra-
Us-acetato{4-hidroxi-3,5-bis(morfolinometil)tetra cobre(ll) que son cristales de color verde
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con un rendimiento de 86%, peso molecular de 1132 g/mol, formula C44H72CusO14N4 y
198-200°C de punto de fusion.
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Figura 13. Estructura del complejo de cobre(ll) LQM402 (Patente en tramite).
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4.0 JUSTIFICACION

Siendo el cancer cervical y su metastasis la segunda causa de muertes en México
en afos recientes, es importante seguir realizando estudios que promuevan la continua
busqueda de agentes con potencial terapéutico contra esta enfermedad. Aunque el uso de
plantas puede tener eficacia demostrada histéricamente, es necesaria la evaluacion seria
de sus efectos benéficos y téxicos, lo cual requiere de un trabajo extenso. Por otro lado,
los avances en programacion computacional permiten disefiar moléculas con posible
accion terapéutica basada en otros compuestos cuya actividad y eficacia ha sido
previamente comprobada. El principio de Relacién Estructura-Actividad usada por
programas de modelado molecular se basa en la hipétesis de que moléculas similares
tienen actividades similares y en que moléculas de ciertos tipos pueden tener interaccion
entre ellas, aunque existe el problema de que a nivel molecular una diferencia minima
puede significar una gran diferencia en cuanto a actividad biolégica.

Estudios realizados sobre compuestos sintetizados con base en modelado
molecular han mostrado su efectividad citotoxica en diversas lineas celulares e incluso en
algun modelo in vivo. Recientemente, se han generado diversos reportes de compuestos
heterociclicos y complejos de cobre disefiados in silico y su evaluacion sobre células de
diversos tipos de cancer. Por ello se decidié estudiar diversos compuestos de este tipo,
generados en el Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios Superiores -
Cuatitlan (UNAM) ya que al ser de nueva sintesis, no existen reportes previos de sus
efectos sobre modelos bioldgicos relacionados con cancer. De aqui la importancia de
evaluar la actividad citotéxica de algunos compuestos heterociclicos de la denominada
serie LQM sobre lineas celulares de carcinoma cervical, su posible efecto genotoxico in
vitro e in vivo, asi como ensayos que mostraran su posible efecto antioxidante. Ademas,
estudiar al complejo de cobre LQM402 en pruebas sobre su efecto en la expresion de
proteinas asociadas a muerte celular y complementarlo con un estudio en un modelo in
vivo, con el que ademas de conocer el efecto del complejo LQM402 sobre el desarrollo de
un tumor de CaCu inducido en ratones atimicos, también se analizaria la expresion
diferencial de genes asociados a cancer y el efecto apoptotico in situ del complejo de

cobre en el tejido tumoral.
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5.0 HIPOTESIS

Diversos compuestos heterociclicos y complejos metalicos han demostrado que
ocasionan muerte celular en diversas lineas celulares cancerosas y en tumores humanos
alterando su ADN, por lo tanto, heterociclicos de la serie LQM disefiados in silico poseen

actividad antitumoral.

6.0 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antitumoral de compuestos heterociclicos de la serie LQM en lineas

celulares de cancer cérvico-uterino, a nivel molecular y en un modelo murino

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la actividad citotoxica de algunos compuestos de la serie LQM en las lineas
humanas de carcinoma cérvico-uterino HelLa, SiHa, CaSki y C-33 A mediante la técnica de
MTT.

2. Analizar la capacidad antioxidante de compuestos de la serie LQM en los modelos de

reduccion de DPPH y produccién/inhibicion de TBARs.

3. Evaluar la genotoxicidad de algunos compuestos de la serie LQM utilizando la Prueba

de Ames y la técnica de micronucleos.

4. Determinar la capacidad del complejo de cobre LQM402 para inducir muerte celular
programada en células de carcinoma cervical HelLa, evaluando la translocacion de
fosfatidil serina mediante citometria de flujo y la expresion de algunas caspasas

apoptéticas mediante inmunoanalisis.

5. Analizar el efecto in vivo del complejo LQM402 sobre el desarrollo morfologico,
histopatoldgico y expresion de genes asociados a cancer en tumores inducidos en ratones
Nu/Nu.
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7.0 MATERIALES Y METODOS

7.1 CULTIVO CELULAR Y LINEAS CELULARES

Células de las lineas tumorales de carcinoma cervical HelLa, SiHa, Ca Ski, C-33 Ay
fibroblastos humanos no tumorales fueron mantenidas en cultivo con medio MEM
modificado por Dulbecco (Gibco) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) y
1% de antibiético antimicatico penicilina/estreptomicina de Gibco (10,000 unidades/ml y
10,000 pg/ml, respectivamente). Se emplearon las condiciones estandar de -cultivo:
Incubacion a 37°C en una atmoésfera de 5% de CO, humidificada. La expansion de células
se realizé en cajas de cultivo de 100 x 20 mm (Corning) en condiciones de esterilidad en
campana de flujo laminar utilizando el medio de cultivo DMEM, amortiguador de fosfatos
para lavado y tripsina al 0.1% para resuspenderlas. Las diferencias que describe la
American Type Culture Collection (ATCC) para las lineas celulares que utilizamos, radican
principalmente en la insercién de fragmentos del genoma del virus VPH 16 o 18 en cada
una de ellas y la presencia de formas mutadas o no del gen guardian P53 o de la proteina
del retinoblastoma pRB. A continuacion se mencionan las caracteristicas generales
descritas por la ATCC sobre el origen de las células utilizadas en este trabajo.

La linea celular HelL a, fue obtenida de un carcinoma cervical de una mujer de raza
negra de 31 afos, contiene secuencias del genoma del VPH18, expresion baja de P53 y
niveles normales de pRB. Ca Ski fue establecida de una metastasis en el intestino
delgado de una mujer caucasica de 40 afios, contiene secuencias del genoma de VPH16
en un alto numero de copias por célula (600 copias) y secuencias relacionadas al VPH18.
Al ser una linea de células metastasicas puede considerarse que tiene un fenotipo mas
agresivo y probablemente resistente. La linea celular SiHa fue obtenida del carcinoma de
células escamosas gado Il de una mujer asiatica de 55 afios, contiene de 1 a 2 copias por
célula del genoma de VPH16 y es positiva para los oncogenes p53 y pRB. Por su parte, la
linea celular C-33 A proviene del carcinoma de una mujer caucasica de 66 afos y las
células no contienen secuencias del genoma de VPH. La proteina pRB esta presente pero
en un tamafio anormal mientras que la expresion de p53 es elevada y tiene una mutacion
en el codon 237, el cual resulta en la sustitucion del aminoacido Arg por Cys.

Los fibroblastos se emplearon como un control no tumoral para conocer el efecto
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de los compuestos sobre células sanas. Estas células pertenecen a un cultivo establecido
a partir de piel de prepucio de recién nacido y tienen una vida media mas larga comparada
con otras lineas celulares de fibroblastos. La ATCC reporta que estas células tienen un
cariotipo diploide normal, son negativos para telomerasa y tienen la capacidad de proliferar

hasta 72 pases antes de considerarse senescentes (ATCC 2013).

7.2 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD CON MTT

Esta técnica permite medir de una forma directa la viabilidad celular frente a
diferentes estimulos quimicos (citotoxicidad). También nos permite, pero de una manera
indirecta, medir la proliferacién celular. Se trata de un ensayo colorimétrico, no radiactivo,
de cuantificacion espectrofotométrica que se basa en la degradacion de las sales de
tetrazolium a formazan, mediante la accion de las deshidrogenasas mitocondriales, que se
producen de forma natural cuando las células son viables.

En placas de cultivo de 96 pozos se sembraron 8000 células/pozo de cada una de
las lineas de carcinoma cervical HeLa y SiHa; y 10,000 células /pozo de las lineas Ca Ski
y C-33 A en medio de cultivo DMEM suplementado con 7% de SFB y se mantuvieron en
incubacion a 37°C con una atmésfera de CO, al 5% durante 24 horas para permitir la
adherencia y estabilizacién de las mismas. Al siguiente dia se agregaron los compuestos
LQM preparados en medio de cultivo partiendo de una solucion madre a 20 mM en DMSO
para obtener distintas concentraciones finales (12.5, 25, 50 y 100 uM) y se dejaron
transcurrir 24 h de tratamiento. Después de ese tiempo, las células se lavaron con
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) y se agregaron 100 ul de DMEM con sales de
tetrazolio disueltas a una concentracion final de 0.25 mg/ml. Luego de la incubacién por 4
h el medio fue retirado cuidadosamente con una pipeta Pasteur y se agregé dimetil
sulfoxido (DMSO) para diluir el formazan formado. La Densidad Optica (D.O.) fue leida a
570 nm en un espectrofotdmetro ELx808 de Bio-Tek (Mosmann, 1983). Los porcentajes de
viabilidad se calcularon de acuerdo a la formula: % de viabilidad= (D.O. células tratadas x
100) / D.O. de las células control. Los promedios de porcentaje de viabilidad se utilizaron
para calcular la Concentracion Inhibitoria del 50% de células (ICso) mediante una regresién

no lineal utilizando el programa GraphPad Prism version 5.0.
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7.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (REDUCCION DE DPPH)

El método de DPPH es una manera rapida, facil y econémica de evaluar la
capacidad antioxidante (atrapador de radicales libres o donador de hidrogeno) de diversos
compuestos, extractos o alimentos, entre otros. Este método involucra el uso del radical
libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) que puede ser reducido en presencia de
atrapadores de radicales libres, cambiando su color original violeta a amarillo (Kedare and
Singh 2011). En esta prueba se evaluaron por separado tres concentraciones de cada uno
de los compuestos de la serie LQM (1, 10 y 100 uM) disueltos en etanol a partir de una
solucién stock 20 mM en DMSO. El control negativo fue Unicamente la solucion de DPPH
y como controles positivos se utilizaron los farmacos antioxidantes quercetma y -
tocoferol. Las diferentes diluciones se colocaron por triplicado en placas de 96 pozos y se
les adiciondé una solucion de DPPH 100 puM, se mantuvieron en agitacion constante
durante 30 min y en obscuridad. Transcurrida la incubacion, la absorbancia se midié a 515
nm en un lector de placas ELx808 de Bio-Tek. El porcentaje de reduccion del DPPH fue
calculada de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% de reduccion del DPPH = 100 - [(abs de la muestra / abs del control) x 100]

7.4 ENSAYO DE LIPOPEROXIDACION, SUSTANCIAS REACTIVAS AL ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS)

Esta prueba es utilizada para detectar productos de oxidacion, principalmente
malondialdehido (MDA) y compuestos similares a éste que reaccionan con el &cido
tiobarbitdrico (TBA). Los componentes que reaccionan con el TBA son referidos como
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico, de ahi que la prueba sea conocida como
TBARS. Aunque el ensayo no es especifico para el MDA, es ampliamente utilizado como

un indice confiable de la oxidacion de lipidos (Cathcart et al. 1991).

7.4.1 Homogeneizado de cerebro de rata
El sustrato susceptible de peroxidacion fue un homogeneizado de cerebro de rata.
Para prepararlo se utilizaron ratas Wistar macho (200-250 g) proporcionados por el

Instituto de Fisiologia celular (UNAM). Los animales se mantuvieron a 25 + 2°C en ciclos
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de 12/12 h luz/obscuridad, con acceso libre a comida y agua. El sacrificio de los mismos
se realiz6 con CO; de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).

Para cada experimento se extrajo rapidamente un cerebro completo de rata y se
homogeneizo6 en solucién salina (PBS) para tener un homogeneizado 1/10 (peso/volumen)
que fue centrifugado a 3400 rpm durante 10 min. El precipitado se descartd y el
sobrenadante fue utilizado para los experimentos cuantificando su concentracién de
proteina con el método del reactivo de Folin-Ciocalteu y ajustandolo a 2.66 mg de

proteina/ml con PBS.

7.4.2 Peroxidacion lipidica inducida con algunos heterociclicos de la serie LQM300
Todos los experimentos se llevaron a cabo en un bafio con hielo. Se deposit6 la
cantidad suficiente para tener 1 mg/ml de proteina del homogeneizado de cerebro de rata,
50 pl de PBS (pH 7.4, 95 mM) y 50 ul de EDTA 20 mM en tubos de 1.5 ml. A
continuacion, se afadieron 25 pl de cada uno de los compuestos a las diferentes
concentraciones (1-100 uM) diluidos en DMSO. Las muestras se incubaron a 37 °C
durante 3 h en un agitador de placas (Lab Line Mod. 4265) en agitacion constante a 1.5
rpm. Adicionalmente se realizaron experimentos control para evaluar la peroxidacion de
lipidos en presencia de (i) el cerebro sélo (sin LQM402), (i) 2,2 -azobis(2-metil-
propionamidina) dihidroclorido (AAPH 20 mM) vy (iii) sulfato ferroso (FeSO, 10 uM), este

ultimo soélo se incub6 durante 1 h.

7.4.3 Cuantificacion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

Para la cuantificacion de TBARS se prepard una solucion 0.5% de TBA en NaOH
0.05 Ny 30% de acido tricloroacético en proporcion 1:1. Se adicionaron 500 pl a cada uno
de los tubos incubados en la seccidn anterior y éstos se colocaron en hielo durante 10
min, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 min y finalmente se calentaron
a 95°C durante 30 min. Una vez que se alcanzé la temperatura ambiente, se separaron
200 pl de la solucién para colocarla en microplacas de 96 pozos y analizar el contenido de
TBARS mediante densidad 6ptica a 540 nm usando un lector de placas ELx808 de Bio-
Tek. Las concentraciones de TBARS se calcularon por interpolaciobn en una curva
experimental estdndar determinada para tetrametoxipropano (TMP).
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7.5 ENSAYO DE MUTAGENICIDAD In vitro: PRUEBA DE AMES

El propésito del ensayo de mutacion bacteriana inversa (bacterial reverse mutation
assay) es evaluar la genotoxicidad de compuestos quimicos midiendo su habilidad para
inducir mutaciones reversibles a nivel de una simple base en el ADN. Se utilizaron las
cepas de Salmonella typhimurium TA98 (hisD3502, rfa uvrB pKm101l) que detecta
mutaciones por corrimiento de formato, TA100 (hisG46, rfa uvrB pKm101) que detecta
mutaciones por sustitucion de pares de bases y TA102 (hisG428, rfa, pQ1, pKm101) que
detecta dafio al ADN inducido por especies reactivas de oxigeno (Maron y Ames, 1983).

Este ensayo de mutagenicidad puede realizarse de dos formas o métodos:
Incorporaciéon e incubacién. En el primero, que fue el que se utilizé en este trabajo, el
agente de prueba se incorpora a la placa con agar junto con el cultivo de bacterias sin una

incubacion previa de 30 min a 37°C, que soélo se realiza cuando se emplea el segundo
meétodo. Se utilizaron 0.5 ml de solucion salina o de una mezcla S9 obtenida de higado de

rata Wistar macho tratada con Aroclor 1254 (Analab Inc., UK) que funciona como un
xenobidtico activador, 0.1 ml de cultivo de bacterias S. typhimurium de las diferentes
cepas (1 - 2 x 10° UFC/ml) y las distintas concentraciones de los compuestos (50, 100 y
200 pM/placa) en 2 ml de agar suave. Inmediatamente, la mezcla se deposité en placas
de agar Vogel-Bonner con requerimentos minimos de histidina y se incubaron por 48 h a
37°C. Después del tiempo de incubacioén, se conto la cantidad de colonias en cada placa.
La pequeia cantidad de histidina permite a las bacterias crecer por un tiempo inicial y
tener la oportunidad posterior de mutar. Cuando la histidina se agota, sobreviven sélo las
bacterias que han mutado para tener la capacidad de producir su propia histidina. La
mutagenicidad del compuesto es proporcional al nUmero de colonias observadas (Ames et
al., 1973).

7.6 ENSAYO DE MUTAGENICIDAD In vivo: MICRONUCLEOS

Los micronucleos son fragmentos de cromosomas 0 cromosomas completos que se
forman espontdneamente o por causa de agentes externos. Después de la telofase, los
cromosomas normales y fragmentos que posean teldmeros originan los nucleos de las
células hijas. Sin embargo, los elementos rezagados por accion de mutagenos, sean

fragmentos o cromosomas completos, quedan incluidos en el citoplasma de las células
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hijas y una proporcion de ellos se transforma en uno o varios ndcleos secundarios mas
pequefios que el nucleo principal y de ahi el nombre de micronucleos.

Para llevar a cabo este ensayo, se formaron grupos de 5 ratones macho de la cepa
CD1 para la evaluacion de cada concentracion del complejo LQM402 (5, 10 y 15 mg/kg de
peso) y se les administré el compuesto disuelto en agua estéril via intraperitoneal en una
dosis aguda. Se obtuvieron muestras sanguineas realizando un pequefio corte de la punta
de la cola a los tiempos 0 (antes de la administracion del complejo) y a las 24, 48 'y 72
horas posteriores a la administracion del mismo. Con la gota de sangre se realizaron frotis
en portaobjetos, se dejaron secar a temperatura ambiente, se fijaron con Etanol absoluto y
posteriormente se tifleron con una solucion de colorante Giemsa (Sigma-Aldrich)
preparada en amortiguador de fosfatos. Los frotis fueron entonces observados al
microscopio Optico para determinar la presencia o ausencia de micronucleos. El conteo de
eritrocitos policromaticos con micronucleos (EPCMN) se realizé observando la cantidad de
campos necesarios para contar 1000 eritrocitos policromaticos (EPC) y entre ellos,
encontrar los que tuvieran microndcleos. Para calcular el indice de EPC/ENC, se
observaron los campos necesarios para contar un total de 2000 eritrocitos, y de ellos se
cuantificaron los eritrocitos policromaticos y los eritrocitos normocromaticos (ENC). La
presencia de un mayor numero de EPCMN en los frotis de ratones tratados comparados
con los de los ratones control indicaria que el compuesto probado es genotoxico (Schmid
1975).

7.7 DETERMINACION DE ANEXINA V EMPLEANDO CITOMETRIA DE FLUJO

Cuando una célula entra en el proceso de muerte celular programada, los primeros
cambios detectables aparecen en la membrana. Entre los fosfolipidos que conforman la
bicapa membranal, se ha identificado a la fosfatidil serina como indicador de apoptosis
temprana ya que, al ocurrir una pérdida en la integridad de la membrana lipidica, este
fosfolipido cambia su posiciébn normal en la cara interna de la membrana hacia la cara
externa. Por otra parte, la proteina dependiente de calcio, Anexina V, tiene una gran
afinidad por la fosfatidilserina, por lo que se utiliza acoplada a un fluorocromo para
detectarla mediante citometria de flujo y tener una medida cuantitativa del porcentaje de

células en apoptosis en una suspension de células después de la exposiciéon a algin
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tratamiento (Vermes et al. 1995).

Para determinar el porcentaje de células en apoptosis después de tratamiento con
el complejo LQM402, se sembraron células HeLa a una densidad de 5 X 10° y se permiti6
la adhesion y estabilizacion por un periodo de 24 h. Las células se trataron con LQM402 a
la concentracién obtenida como valor de ICsy en la prueba de citotoxicidad para esta linea
celular (74.74 uM) y durante diferentes tiempos de incubacién (6, 12 y 24 h). Al término de
los tratamientos las células fueron colectadas, lavadas y fijadas con paraformaldehido al
4%. Se resuspendieron en 500 pl del amortiguador de unién, 5 pl de anexina V, 5 ul de
loduro de propidio (provistos en el kit de deteccion de Apoptosis) y se dejaron incubar
durante 5 minutos a temperatura ambiente y en obscuridad segun lo indicado en el
instructivo del Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit de Biovision®. Las suspensiones

celulares fueron analizadas con un citdmetro de flujo FACScan de Beckton Dickinson.

7.8 DETECCION DE CASPASAS POR INMUNOANALISIS (WESTERN BLOT)

Esta es una técnica analitica que se usa para detectar la presencia y abundancia de
proteinas de interés en una muestra de homogeneizado de tejido o extractos celulares. Se
emplea la electroforesis en gel para separar proteinas nativas o desnaturalizadas de
acuerdo a la longitud o estructura tridimensional del polipéptido. Las proteinas son
transferidas a una membrana en donde pueden ser reconocidas por anticuerpos
especificos.

Partiendo de cultivos celulares semiconfluentes de células HelLa (ya que son la
linea celular mas sensibles a la apoptosis se decidié usar esta linea celular) a los que se
les tratd con el compuesto LQM402 a la dosis obtenida como ICsp, se obtuvieron extractos
totales realizando una lisis celular con solucion de lisis (Tris-HCI pH 8.0 50 mM, NaCl 120
mM, NP-40 (IGEPAL) 0.5%, NaF 100 mM, NaVOs 200 puM, PMSF 1 mM, aprotinina 2-10
ug/ml, y leupeptina 10 pug/ml). A los extractos de células tumorales se le cuantifico el
contenido de proteina total con reactivo de Bradford y se les adicioné el amortiguador de
carga Laemmli 2X (Sigma-Aldrich). Los extractos fueron calentados en bafio Maria
hirviendo durante 5 min antes de cargar en el gel. Utilizando en promedio 30 ug de
proteina/ml, los extractos se corrieron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12%

(SDS-PAGE) con un gel concentrador al 4%, a 80 V hasta que se observo la salida del
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frente (aproximadamente 2 h). Posteriormente, las proteinas en los geles fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa durante 1.5 h. Se retiraron las membranas de
la camara de transferencia y se les bloquearon los sitios inespecificos con leche
descremada en polvo preparada al 5% en TBS/Tween 0.1% durante 1 h a temperatura
ambiente. Se utilizaron anticuerpos primarios de ratén, anti-caspasas -3, -7, -8 y -9 o anti-
citocromo C (1:200) diluidos en TBS/Tween con albimina al 1% durante 1 h a temperatura
ambiente o toda la noche en refrigeracion. Un anticuerpo contra Actina fue utilizado para
detectar la presencia de esta proteina como control de carga). Al término de la incubacion
se lavaron las membranas con TBS-Tween y se trataron durante 45 min con anticuerpos
secundarios acoplados a HRP (Horse Radish Peroxidase) diluidos 1:3000 en TBS/Tween
con albimina al 1% (todos los anticuerpos empleados fueron de Santa Cruz
Biotechnology). La quimioluminiscencia se obtuvo al incubar las membranas con solucion
reveladora (Kit Supersignal de Thermo Scientific) y las bandas fueron visualizadas con
peliculas de autorradiografia (Kodak) (Schneppenhein et al., 1991).

7.9 MODELO In vivo, INDUCCION DE TUMORES

Uno de los grandes retos que enfrentan los investigadores en el desarrollo de
nuevos farmacos es la busqueda de estrategias para evaluar la actividad bioldgica de sus
productos. Posterior a los estudios in vitro, estudios in vivo se vuelven una necesidad para
tener un parametro preclinico del efecto del producto. Los modelos en animales son muy
buenos como experimentos predictivos de actividad similar en seres humanos. Desde
hace méas de 30 afios, los modelos xenograficos de tumores inducidos en roedores se
volvieron de uso comun y lo siguen siendo a la fecha. Se puede decir que cada farmaco
antitumoral que ha sido aprobado para su uso en seres humanos, ha sido evaluado
usando estos modelos (Kerbel, 2003).

Para el modelo de induccion de tumores de CaCu, se utilizaron ratones de fondo
original CD1-Foxnl/nu homocigéticos (hembras) provenientes del Bioterio del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. Estos ratones tienen una mutacion que les hace carecer de
timo y por lo tanto ser inmunosuprimidos. Como consecuencia de la mutacion no tienen la
presencia de pelo comun sino una vellosidad reducida por lo que también se les conoce

como desnudos y por lo cual durante el texto se les hace referencia con cualquiera de
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estos términos de forma indistinta (atimicos, inmunosuprimidos o desnudos). Los animales
fueron mantenidos en el Bioterio del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), México
en cajas metabolicas con filtro y aserrin estéril. El agua y alimento ad libitum también
fueron esterilizados y las condiciones de mantenimiento se mantuvieron iguales a las
mencionadas anteriormente para las otras pruebas que involucraron animales.

La induccion del tumor se realiz6 mediante la inyeccién subcutanea dorso-lateral de
0.1 ml de una suspension celular (1x10° células HelLa) en PBS y permitiendo el desarrollo

inicial del tumor durante 7 dias.

7.10 EVALUACION DEL COMPLEJO DE COBRE LQM402 EN EL MODELO In vivo

El modelo de induccion de tumores fue realizado de acuerdo a Schlie-Guzman y
colaboradores, quienes consideraron el valor obtenido de ICsy para sus compuestos,
aislados de Annona diversifolia en ensayos con células HeLa y SW-480 como una dosis
1x y partiendo de ella, evaluaron dosis hasta de 500x en ratones atimicos con tumor
inducido con células HeLa o SW-480 (Schlie-Guzman et al. 2009). En el caso de nuestro
compuesto, por tratarse de origen sintético y considerando su composicion metalica, el
valor de I1Csp no fue considerado como una dosis aceptable para ser evaluada.

Es importante mencionar que, aunque no se realizaron las pruebas necesarias en
ratones Nu/Nu para determinar una LDs, estas fueron realizadas en ratones CD1 antes de
llevar a cabo la prueba de micronucleos. En esa prueba de toxicidad se determin6 que la
LDso para el complejo LQM402 a 24 h se encuentra por arriba de 15 g/kg y considerando
que el farmaco control positivo cis-Platino ha sido administrado a dosis menores de 15
mg/kg de peso, se decidid utilizar valores cercanos a éste.

Dado que 1/10 de nuestra ICsp obtenida en células HeLa corresponde a 8.11 mg/kg
de peso, ésta fue establecida como la dosis mas alta a evaluar, la mitad de ella (4 mg/kg
de peso) fue nuestra dosis intermedia, y la décima parte (0.81 mg/kg de peso) fue la que
se manejé como dosis pequefa.

Al dia 8 después de la inoculacién de células, se inicié la administracion de 10 dosis
iguales con intervalo de un dia sin administracion del complejo de cobre LQM402 por via
intraperitoneal durante 20 dias a nuestros distintos grupos experimentales (n=10) que se

describen a continuacion.
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El grupo testigo consistié de ratones sanos sin induccién de tumor ni tratamiento,
el grupo control negativo consistio de ratones a los que se les administro la suspension
celular pero ningun tratamiento, el grupo vehiculo fue aquel en donde se administré la
suspension celular y el tratamiento fue sélo con la administracion del vehiculo sin el
compuesto. Se manejo también un grupo control positivo en donde el tratamiento se
realizd con el farmaco antitumoral cis-Platino administrado en cinco dosis de 6 mg/Kg. Se
realizé el seguimiento de la medida externa del tumor y al finalizar el tratamiento con los
compuestos se sacrificod a los ratones por sedacion en camara de CO, y se procedio a la
extraccion de la masa tumoral para su posterior analisis. Las muestras de tumores
suficientemente grandes se dividieron para conservar una seccion en formaldehido al 10%
en PBS pH 7.4 para estudios histoldgicos y la otra regién se conservé en RNA later®
(Sigma-Aldrich) para la obtencion de ARNm y evaluacion de la expresion de genes.
Adicionalmente se conservaron muestras de higado, bazo, riidn y aparato reproductor en

formaldehido 10% para estudios histopatolégicos.

7.11 EVALUACION DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES ASOCIADOS A
TUMOR PRODUCIDA POR EL COMPUESTO LQM402 EN TUMORES INDUCIDOS EN
RATONES

De acuerdo al dogma central de la biologia, la informacién del ADN de los
diferentes genes es codificada a proteinas, y para que esto ocurra es imprescindible la
participacion intermedia del ARNm, por lo que su extraccion y aislamiento se han
convertido en herramientas basicas para estudiar a nivel genético lo que ocurre en las
células durante numerosos procesos constitutivos, patologias y diversos tratamientos
(Krebs et al. 2009). Por otro lado, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una
novedosa técnica analoga al proceso de replicacion del ADN que tiene lugar en las células
y que ha alcanzado un importante auge en los ultimos afios. La PCR es un método
sensible y especifico para la deteccién y monitoreo de genes particulares de un organismo
o aquellos involucrados en un proceso y/o etapa especificos (Reyes-Lopez et al. 2010).

La introduccion de colorantes fluorescentes y nuevos equipos ha permitido el
desarrollo de la PCR cuantitativa o cinética. Esta mide la acumulacion de productos de
PCR durante la fase exponencial de la reaccion y antes de que la amplificacién se vuelva
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vulnerable, por ejemplo, cuando los reactivos ya estan limitados (Chen and Janes 2002).

7.11.1 Extraccion de ARNm con el método basado en formol-cloroformo

Por separado, se pesaron fragmentos de tumor (30 mg) de los animales de cada
grupo experimental y se maceraron en mortero utilizando N, liquido. El macerado se
colecté en tubos de 1.5 ml y se homogenizé con 1 ml de TRIzol® reagent (Invitrogen).
Después de 5 min de incubacién a temperatura ambiente, se adicionaron 0.2 ml de
cloroformo a cada tubo y se agitaron en vortex durante 15 seg. Se dejaron incubar por 2-3
min y se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C. La fase acuosa fue recuperada
en tubos nuevos, se agregaron 0.5 ml de isopropanol, se mezcl6 suavemente por
inversion y se dejé incubar durante 10 min a temperatura ambiente para precipitar el
ARNmM. Se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min, se descart6 el sobrenadante y se lavo
la pastilla con 1 ml de etanol al 75% en agua DEPC y centrifugando a 7,500 rpm por 5 min
a 4°C. Después de decantar el isopropanol, la pastilla se dejo secar durante 10-15 min
invirtiendo los tubos sobre papel absorbente. La pastilla de ARNm se resuspendié en 30 pl
de agua ultrapura (MilliQ) estéril tratada con DEPC y se incubé a 55°C por 10 min
(Chomczynski and Mackey 1995). De cada tubo con ARNm se tomd una alicuota de 1 pl
para su cuantificacion a 260 y 280 nm y se almacenaron en congelacion (-20°C) hasta su
uso. De manera complementaria se prepararon geles de agarosa al 1% para visualizar la
integridad del ARNm cargando 3-5 pl por muestra y 2 pl de SYBR Green. La electroforesis
se corrié a 100 V por 30 minutos y se visualizaron las bandas en un fotodocumentador
Kodak modelo Gel Logic 440.

7.11.2 Sintesis de cADN (RT-PCR)

Antes de amplificar el material genético de nuestras muestras, fue necesario
sintetizar una copia complementaria de ADN (cADN) partiendo del ARNm obtenido
previamente. Para ello, se seleccionaron las muestras con ARNm de buena calidad (por lo
menos 3 de cada grupo experimental) y se utilizé la cantidad necesaria de cada muestra
para tener 2 uyg de ARNm (1-5 pl) el cual se colocé en un tubo estéril con 0.5 ul de
Random primer (oligo dT 5 uM) y agua estéril necesaria para completar 15 pl y se incubé a

70°C por 5 min. Inmediatamente se colocaron los tubos en hielo mientras se preparé la
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siguiente mezcla de reaccion: 5 pl de amortiguador M-MLV 5x, 1.25 ul de dNtp’s 10 mM,
ARNgjn (inhibidor de RNasa) 40 U/ul, 1 pl de MMLV RT (transcriptasa reversa) 200 U/ pl y
agua estéril suficiente para completar un volumen final de 25 ul por muestra (todos los
reactivos utilizados para estas técnicas fueron de la marca Promega). A cada tubo de la
primera incubacioén se le adicionaron 25 ul de la mezcla de reaccion y se incubaron a 37°C

por una hora adicional. Los cADN obtenidos se conservaron a -20°C hasta su uso.

7.11.3 Disefio de oligonucledtidos de genes de interés

En este trabajo nos interesé estudiar la expresion diferencial de algunos genes
asociados a cancer, en particular el gen supresor de tumores p53, un gen ampliamente
conocido como marcador de proliferacion tumoral, Ki67; dos genes reportados como
marcadores de CaCu IL-6 y MMP-10; dos genes involucrados en adhesion y metastasis,
MMP-9 e Integrina a8; y dos genes asociados a angiognesis, VEGF y Plexina B. Por lo
que se seleccionaron oligonucledtidos iniciadores sentido y antisentido que nos generaran
productos de aproximadamente 200 bases utilizando las secuencias completas de tales
genes en formato FASTA de la base de datos de NCBI e integrandolas al programa en
linea Primer 3. En este programa se indicé generar los oligos con tamafio de 19 a 22
bases, una Tm entre 58 y 62°C, y un porcentaje de guanina-citocina entre 50 y 60% (Tabla
2). Los oligos seleccionados se sometieron a un analisis con el analizador de
oligonucledtidos de Integrated ADN Technologies para confirmar un porcentaje de G-C
cercano a 50%, que las temperaturas de fusién fueran similares, asegurarnos una
reducida capacidad de formar autodimeros o enlaces internos, asi como que tuvieran una
fuerza de enlace débil (AG cercana a -3 kcal/mol). Una vez seleccionadas las secuencias,
los oligonucledtidos se sintetizaron en la compafia Alpha ADN (Montreal, Quebec) de
donde se recibieron liofilizados. Para el uso de los oligonucleétidos, se prepararon
soluciones de cada uno de ellos a una concentracion final de 5 uM.
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Tabla 2. Genes analizados en este estudio. Caracteristicas de cada uno de los oligonucledtidos de
genes de los que se analizd la expresion en tejido tumoral obtenido de ratones inmunosuprimidos
con y sin tratamiento.

Gen Primer Longitud | Tm | Tamafo Ruta
(°C) del metabdlica
producto
(pb)
Actina a TCCCTGGAAAAGAGCTACGA 20 55.4 Gen
Antisentido | TGCTGTTGTAGGTGGTCTCG 20 56.9 233 constitutivo
Ki67 AAGCCCTCCAGCTCCTAGTC 20 58.5 Proliferacion
Antisentido | TCCGAAGCACCACTTCTTCT 20 56.2 222 celular
IL-6 GCAGAAAAAGGTGGGTGTGT 20 56 Marcador
Antisentido | GCAGAAGAGAGCCAACCAAC 20 56.3 202 tumoral
VEGF-C GCTTTTGTACCCCTCAACCA 20 55.3 Angiogénesis
Antisentido | GCACTGGAAGCACAAGATCA 20 55.5 235
Integrina | CTAAGCCAGGGATGGATGAA 20 54.2 Adhesion
a8 cellulary
Antisentido | ACCCATGCTGTTTTGTAGCC 20 55.9 241 metastasis
P53 CTGTGACTTGCACGGTCAGT 20 57.6 Supresor
Antisentido | AGGGTGTGATGGGATGGATA 20 55.2 232 tumoral
GAPDH GCCTCACTCCTTTTGCAGAC 20 56.3 Gen
Antisentido | TTCTAGACGGCAGGTCAGGT 20 57.8 243 constitutivo
MMP-10 GAGGGCAGAGCACTTACGAC 20 57.8 Marcador
Antisentido | CCTGGGCCATCAAAAGAGTA 20 54.6 232 tumoral
MMP-9 GACCTCCTTCCTCTGGCTCT 20 58.2 Adhesion
Antisentido | CACCAAACTGGATGACGATG 20 53.8 173 cellular y
metastasis
Plexin B AAGAGGAGAGTCCAGGCACA 20 57.9 Angiogénesis
Antisentido | GAGCAGCAATAGCCATGTCA 20 55.4 181

7.11.4 Amplificacién del cADN mediante PCR convencional (Punto final)

Para estandarizar las condiciones Optimas de cada par de oligonucleotidos se
realizd un gradiente de temperaturas con la técnica de PCR punto final, mezclando en un
microtubo de 0.2 ml, 5 pl de amortiguador 5X Go Taq, 0.5 ul de dNtp’s 10 mM, 0.2 pl de
Tag polimerasa 5 U/ul (todos de Promega), 1 ul de oligonucleétido sentido, 1 pl de
oligonucledtido antisentido (ambos a 5 uM), 1 ul de cADN y 11.3 ul de agua estéril. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 95°C por 10 min para
desnaturalizacion; 40 ciclos de 30 seg a 95°C, 1 min a 55-61°C y 30 seg a 72°C para

alineamiento y 72°C por 5 min para elongacion en un termociclador i-cycler de BIO-RAD.
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Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis a 100 V por 30 min en un gel de
agarosa 2% Yy visualizados mediante luz UV en un fotodocumentador Kodak modelo Gel
Logic 440.

7.11.5 Amplificacién del cADN mediante PCR en tiempo real (Cuantitativa)

Una vez estandarizadas las temperaturas ideales de amplificacién para cada gen,
se realiz6 la amplificacion de los genes de interés en cada una de las muestras de cADN
obtenidos de tumores inducidos en raton y tratados o no con el complejo LQM402. Se
realiz6 PCR en tiempo real utilizando el kit Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
(2x) de Fermentas. En microtubos de 0.2 ml se mezclaron 10 ul de Master Mix 2X, 1 ul de
oligonucledtido sentido, 1 pl de oligonucleétido antisentido (ambos a 5 uM), 1 ul de cCADN y
17 pl de agua estéril libre de nucleasas provista en el kit. Se inicié el programa de
amplificacién en un equipo Sequence Detection System ABI PRISM® 7900HT a 95°C por
10 min y 40 ciclos de 95°C por 15 seg y 58°C por 1 min. Se obtuvieron las graficas de

amplificacién y se registraron los valores de Ct. Empleando el método 218t

se
calcularon los niveles de expresion relativa de cada gen en los tumores inducidos en

ratones que recibieron los diferentes tratamientos (Reyes-L6pez et al. 2010).

[6][6]Ct = [6]Ct muestra - [6]Ct referencia
Donde
[6]Ct muestra = Valor Ct de cualquier muestra normalizada a un gen constitutivo endégeno
[6]Ct referencia = Valor Ct del control o calibrador normalizado también con respecto a un

gen constitutivo endégeno

7.12 PREPARACION DE CORTES HISTOLOGICOS DE ORGANOS DE RATON

Al momento del sacrificio de los ratones con tumor inducido, se colectaron muestras
de higado, bazo, rifién, aparato reproductor y tumor de tamafios no mayores de 1 cm® a
los que se les retir6 el exceso de sangre con PBS. Los 6rganos y/o fragmentos de ellos
fueron mantenidos en formaldehido al 10% en PBS pH 7.4 para su fijacion hasta el

momento de su preparacion histoldgica.
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Las muestras preservadas se deshidrataron mediante inmersion en una serie de
alcohol etilico a diferentes porcentajes de concentraciéon (desde 25% hasta grado
absoluto), se diafanizaron en xilol y se realizdé una inclusion en parafina sintética (pastillas
Histosec de Merck) con punto de fusion de 56 — 58 °C incluyendo en un mismo bloque
todos los 6rganos colectados.

Se realizaron cortes de 4 — 7 ym en un micétomo de deslizamiento tipo Minot que
fueron extendidos en un bafio de flotacion mantenido a una temperatura entre 40 — 45 °C
y recogidos directamente en portaobjetos. De este paso, algunas laminillas se guardaron
para protegerlas del polvo para ser utilizadas posteriormente en la técnica de TUNEL in
situ, mientras que otras siguieron el procedimiento de tincién con hematoxilina-eosina para

el estudio histopatolégico.

7.12.1 Tincién de cortes histolégicos de 6rganos de raton con Hematoxilina-Eosina
(H&E)

Para proceder a la coloracion con H&E fue necesario desparafinar los cortes a 65°C
por 15 min y con dos cambios de xilol por 3 min, para posteriormente rehidratar los tejidos
en bafnos decrecientes de etanol (absoluto, 95 y 70%) por 3 min cada uno y enjuagar con
dos bafios de agua comun por 5 min cada uno. Los tejidos se colorearon con una solucién
de hematoxilina aluminica de Harris durante 10 min y se realizaron dos lavados con agua
destilada por 1 minuto cada uno. Para eliminar el exceso de colorante, se utilizd6 una
solucion de alcohol 4cido y se realizé un Ultimo enjuague de 2 minutos con agua corriente.
Para virar la hematoxilina a un color azul, se utilizé una solucion de bicarbonato de sodio
al 2% durante 5 min, se lavd con agua corriente por 5 min y finalmente con dos bafios de
agua destilada.

La coloracion con una solucién alcohdlica de eosina se realizé durante 5 min y se
enjuago el exceso con dos lavados con agua destilada por 1 min cada uno y se realizé un
altimo enjuague de 2 minutos con agua corriente. Se realiz6 una deshidratacion rapida
sumergiendo las laminillas con los tejidos en alcohol etilico de diferentes grados (50, 70,
90 y 100%) durante un minuto cada uno y se aclararon con 2 bafios de xilol, de 1y 2 min,
respectivamente. Concluido el proceso, se realizé el montaje de las laminillas con medio

de montaje Tissue-Tek® Glas 6419 colocando 200 pl del medio de montaje y cubriendo
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con cubreobjetos perfectamente limpios y libres de polvo cuidando que no queden
burbujas de aire entre el tejido y el cubreobjetos. Las laminillas con medio de montaje se
dejaron secar perfectamente durante minimo 24 h para posteriormente visualizarlas al

microscopio optico (Lee G 1968).

7.12.2 Técnica de TUNEL In situ para tejidos fijados

Para conocer si hubo fragmentacion de ADN en los tumores inducidos en ratones
atimicos tratados con el complejo de cobre, se realiz6 la técnica de TUNEL utilizando el kit
In Situ Cell Death Detection, AP, version 11.0 de Roche, siguiendo las instrucciones del
fabricante con ligeras modificaciones.Se desparafinaron las laminillas colocandolas en una
estufa a 65 - 70°C por 15 min y posteriormente realizando dos lavados con xilol y alcohol
etilico absoluto durante 15 y 5 min, respectivamente. Las laminillas se dejaron secar a
temperatura ambiente y se mantuvieron protegidas del polvo hasta el momento de realizar
la técnica de TUNEL, para la cual se utilizaron jarras Coplin estériles para sumergir y
rehidratar las laminillas en agua destilada estéril y amortiguador de fosfatos (pH 7.4)
estéril. La permeabilizacion se realizo con Tritdn X100 al 0.01% en PBS estéril por 3 min 'y
Proteinasa K 0.5 ug/ml durante 15 min. Después de un par de lavados con agua estilada y
etanol absoluto, los tejidos fueron fijados con acido acético al 20% por 20 seg y
nuevamente lavados con agua estilada, etanol absoluto y amortiguador de fosfatos. El
control positivo fue tratado con una solucion de ADNasa | recombinante 3 U/ml (en Tris-
HCI 50 mM pH 7.5, MgCl, 10 mM, BSA 1 mg/ml) por 10 min a temperatura ambiente en
agitacion suave y posteriormente a este control y al resto de las muestras en laminillas se
les adicionaron 50 ul de solucibn de reaccion de TUNEL (25ul de Enzyme solution y 225
pI de Label Solution incluidas en el kit). Se incubaron las laminillas durante 60 min a 37°C
en camara humeda obscura, se enjuagaron con PBS por 5 min y se utilizdé el medio de
montaje Vectashield neutro de Vector Labs para visualizar en un microscopio de
fluorescencia Olympus BX61 en un rango de 515-565 nm (verde).
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8.0 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 ENSAYOS REALIZADOS A COMPUESTOS HETEROCICLICOS DE LA SERIE
LQM300

8.1.1 Efecto de los compuestos LQM300 en la viabilidad de células de céancer
cérvico-uterino

Los compuestos LQM 302, 335, 338 y 340 fueron evaluados a tres distintas
concentraciones en cultivos de las lineas celulares de CaCu con diferentes caracteristicas:
Hela, SiHa, Ca Ski y C-33 A, asi como en fibroblastos (FB) humanos como control de
células no tumorales. Después de 24 h de incubacion, la mayoria de los compuestos
causaron cambios en la viabilidad de las lineas celulares. Las células que fueron
incubadas unicamente con medio que contenia el vehiculo (DMSO 1%) se consideré como
el control del 100% de viabilidad.

En la linea celular HelLa, el compuesto que mostr6 mayor citotoxicidad fue el
LQM338, pues causO que la viabilidad celular disminuyera a menos del 10% desde la
concentracion de 25 uM y alcanzando una viabilidad de 4.19% a la concentracion de 100
MM incluso siendo este compuesto mas efectivo que el farmaco de referencia cis-Platino,
el cual disminuyd la viabilidad de esta linea hasta 15.38 a la concentracion de 100 uM. El
resto de los compuestos heterociclicos tuvieron una actividad menor sobre esta linea
celular, pues ninguno de ellos alcanz6 a reducir la viabilidad celular a valores por debajo
del 60% aun a la concentracion mas alta evaluada (Figura 14). La linea celular HelLa, al
ser practicamente la primer linea celular establecida, ha sido una de las mas utilizadas en
diversos tipos de estudio, por lo que se ha distribuido a todas partes del mundo en
infinidad de laboratorios. Esto ha hecho pensar que esta linea ha perdido ciertas
caracteristicas originales y se ha vuelto de cierta manera resistente (Masters 2002), pero
con los resultados obtenidos en el resto de las lineas celulares se puede decir que los
efectos citotéxicos observados se deben mas a las caracteristicas de los compuestos
evaluados que a la resistencia celular, ya que que observamos un efecto citotoxico
selectivo por parte del compuesto LQM338. Este compuesto posee dos grupos

piperidinicos, y de los compuestos evaluados es el Unico con 3 hidroxilos en lugar de 2, lo
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cual podria estar incrementando su solubilidad y polaridad, dandole posiblemente mayor
reactividad.

Hela
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Figura 14. Efecto de 4 compuestos heterociclicos en la viabilidad de células HeLa a 24 h de
exposicion y evaluado con la técnica de MTT. cis-Platino (cis-P) se utiliz6 como farmaco de
referencia. Se muestra el promedio y error estdndar de 3 experimentos independientes.

Para la linea celular SiHa, también el compuesto LQM338 mostré ser el mas
citotoxico produciendo una viabilidad celular de hasta el 5.87% a la concentracion mas alta
que se evalu6 (100 uM). A diferencia de la linea celular HelLa, este compuesto no inicié su
efecto citotoxico desde los 25 uM, sino que a partir de 50 uM fue cuando su efecto se
diferencié del resto de los compuestos, los cuales mostraron una citotoxicidad
estadisticamente similar a dicha concentracion (Figura 15). En esta linea celular, LQM338
también superd la citotoxicidad del cis-Platino, el cual redujo la viabilidad celular a un
48.79% a la concentracion de 100 uM. Por lo que podemos decir que el compuesto
LQM338 tiene un efecto mas potente que el cis-Platino en esta linea celular.

Por su parte, el compuesto LQM335 incrementd su potencial para reducir la
viabilidad celular después de la concentracion de 25 uM, pero aun asi, apenas la reduce a
un 60.52 a 100 uM, siendo el compuesto que le sigue al cis-Platino en citotoxicidad sobre
la linea celular SiHa y con un porcentaje de viabilidad celular similar al que el compuesto

LQM302 mostrd para esta linea celular (64.97%), mientras que el compuesto LQM340
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mostré ser el menos citotéxico, tanto para las células HeLa (Figura 14) como para las
células SiHa (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de 4 compuestos heterociclicos en la viabilidad de células SiHa a 24 h de
exposicion y evaluado con la técnica de MTT. cis-Platino (cis-P) se utiliz6 como farmaco de
referencia. Se muestra el promedio y error estandar de 3 experimentos independientes.

Con respecto a la linea celular CaSki, el compuesto que mostrd6 mayor citotoxicidad
fue nuevamente el LQM338, pero en esta linea su efecto fue menor que en HelLa y SiHa,
ya que el porcentaje de viabilidad celular obtenido fue de 31% a la concentracion de 100
uM comparado con la actividad en las lineas celulares anteriores, donde la viabilidad es
menor de 10%. En esta linea, también el compuesto LQM335 mostré una actividad
importante y cercana a la del LQM338, con un porcentaje de viabilidad celular de 38.23%,
con un incremento en su efecto de manera relevante a partir de la concentracion de 50 uM
en ambos casos. Los dos compuestos piperidinicos (LQM335 y LQM338) mostraron ser
mas citotoxicos que el farmaco de referencia cis-Platino para la linea celular Ca Ski, el
cual produjo una viabilidad celular de 51.67% a la concentracién de 100 uM. El compuesto
que le sigui6 en citotoxicidad al cis-Platino, y no por mucha diferencia, fue LQM302 con un
porcentaje de viabilidad celular de 54.6%. Y nuevamente observamos que el compuesto

LQM340 tuvo muy poco efecto sobre la viabilidad de las células SiHa, pues sélo la redujo
a un 97.44% (Figura 16).

86



Frias GS Resultados y Discusion

Ca Ski

120 -

100 -
3
g 80 + —e— LQM302
o]
g 60 A —a— LQM335
j: 40 - —— LQM338
S —%— LQM340

20 A - -% - cis-P

0

0 25 50 100
Concentracion (uUM)

Figura 16. Efecto de 4 compuestos heterociclicos en la viabilidad de células Ca Ski a 24 h de
exposicion y evaluado con la técnica de MTT. cis-Platino (cis-P) se utiliz6 como farmaco de
referencia. Se muestra el promedio y error estdndar de 3 experimentos independientes.

En la linea celular C-33 A, el compuesto LQM338 fue practicamente letal a la
concentracion de 100 uM, pues la viabilidad celular llegd a 0.87%. En esta linea celular, el
efecto citotoxico de LQM338 fue notorio desde la concentracion de 25 uM (30.39% de
viabilidad), pero se puede sugerir que el efecto ocurre desde concentraciones menores.
Ninguno de los otros compuestos mostré una reduccion de la viabilidad similar a la
ocasionada por el compuesto LQM338 en esta linea celular, pero nuevamente el
compuesto que siguidé en actividad fue el LQM335 con un porcentaje de viabilidad de
29.79% a 100 uM, aun por debajo del efecto del cis-Platino (48.2% a esa misma
concentracion). LOM340 y LQM302 mostraron valores de viabilidad de 57.88 y 70.95%,
respectivamente; por lo tanto, LQM302 fue el compuesto menos citotoxico en esta linea
celular (Figura 17).

Los compuestos LQM335 y LQM338 contienen piperidinas, esto sugiere que la
presencia de estos grupos en nuestros compuestos les confiere un mayor efecto citotoxico
en las lineas celulares evaluadas, que la presencia de grupos morfolinicos. La mayoria de
estudios realizados con moléculas de estos tipos son en derivados u otros compuestos

qgue incluyen piperidinas y morfolinas en su estructura, pero no como familia quimica
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principal. Ademas, el tipo de células tumorales en que se han realizado estos estudios son
de origen diverso, siendo las células de cancer de ovario las mas parecidas o cercanas a
las que hemos evaluado en este trabajo.
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Figura 17. Efecto de 4 compuestos heterociclicos en la viabilidad de células C-33 A a 24 h de
exposicion y evaluado con la técnica de MTT. cis-Platino (cis-P) se utiliz6 como farmaco de
referencia. Se muestra el promedio y error estandar de 3 experimentos independientes.

Para Hela, SiHa, Ca Skiy C-33 A, LQM335 mostro valores de viabilidad de 66.58,
60.52, 38.23 y 29.79%, respectivamente. Sin embargo, este compuesto fue altamente
citotoxico para las células no tumorales (FB), en las que la viabilidad fue de 95.33% a 25
UM, 8.91% a 50 uM y hasta 5.16% a la concentracibn mas alta (100 uM) superando
también el efecto del cis-Platino en estos cultivos no tumorales. Ninguno de los otros
compuestos mostré reducir la viabilidad de los FB a niveles tan bajos de viabilidad, ya que
el resto de ellos no mostraron viabilidades menores a 65% (Figura 18). Esto es un
resultado no favorable para el compuesto LQM335 ya que se pretende tener compuestos
con alto potencial citotoxico para las células tumorales, pero que sea poco selectivo y
citotoxico para las células sanas. Clinicamente esto es una desventaja que reduce o
podria descartar totalmente la posibilidad del uso de este compuesto en seres humanos,

aunqgue es importante realizar estudios adicionales que confirmen su toxicidad.
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Fibroblastos
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Figura 18. Efecto de 4 compuestos heterociclicos en la viabilidad de Fibroblastos no tumorales a
24 h de exposicion y evaluado con la técnica de MTT. cis-Platino (cis-P) se utiliz6 como farmaco
de referencia. Se muestra el promedio y error estdndar de 3 experimentos independientes.

En cuanto a la concentracion necesaria para inhibir al 50% de las células (ICs), el
compuesto LQM338 es el que requiere la menor concentracion para inhibir a las lineas
celulares HelLa (5.34 uM), C-33 A (14.72 uM) y SiHa (49 uM) principalmente. En el caso
de Hela, el valor de IC5y para LQM402 fue 3.5 veces menor que lo necesario de cis-
Platino para tener el mismo efecto (19 uM), mientras que los otros compuestos tuvieron
valores tedricos de ICsp por arriba de la concentracion mas alta evaluada (100 puM) en esta
linea celular. A excepcion de los compuestos LQM338 en HelLa, C-33 Ay SiHa, asi como
LQMS335 en FB, el cis-Platino tuvo valores de IC5p menores a los obtenidos para el resto
de los compuestos y lineas celulares tumorales confirmando su efectividad como farmaco
antineoplasico (Tabla 3).

Tener una elevada ICsp para las células no tumorales implica una relativa ventaja en
cualquier compuesto para el que se pretende un uso farmacoldgico. En nuestro estudio
pudimos observar que el cis-Platino afecta en menor grado a las células no tumorales
comparado con su potencial citotoxico en las células tumorales lo que también sucedi6

para nuestros compuestos, con excepcion del LQM335 (Tabla 3).
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Tabla 3. ICs, del efecto citotoxico de los compuestos LQM300 que se evaluaron. Concentraciones
de los 4 compuestos heterociclcicos y el farmaco de referencia cis-Platino que son necesarias para
inhibir al 50% de las diferentes células expuestos a ellos durante 24 h.

Linea celular ICso (LM)

LQM302 LQM335 LQM338 LQM340 cis-Platino
HelLa >100 >100 2.62 >100 18.9
SiHa >100 >100 49.0 >100 69.92
Ca Ski >100 >100 91.76 >100 66.6
C-33A >100 72 0.015 80.73 64.98
Fibroblastos >100 56 >100 >100 >100

Promedios de al menos tres experimentos independientes, cada uno por triplicado.

Por mencionar algunos ejemplos de estudios de compuestos con grupos
piperidinicos con actividad citotoxica, Kasparkova (Kasparkova et al. 2003a) reporto la
sustitucion de uno de los grupos amino por una piperidina en el transplatino (Figura 19)
formando compuestos trans-[PtCI2(NH3)(pip)], los cuales causaron mayor toxicidad en
lineas celulares de ovario sensibles y resistentes a cis-Platino (A2780/A2780cisR,
41M/41McisR y CH1/CH1cisR) que el trans-Platino, pasando de valores de 1Csy mayores
de 200 uM a valores menores de 30 UM en las lineas celulares sensibles a cis-Platino y

menores de 150 uM en las resistentes (Kasparkova et al. 2003a).

MH3 NH4
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Figura 19. Estructuras de complejos de Platino evaluados por Kasparkova et al. 2003a.

Najajreh y colaboradores (Najajreh et al. 2006) también sintetizaron compuestos

derivados del trans-Platino, donde algunos de formula general trans-[PtCl(NHs)(pip-
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pip)]eHCI fueron mas potentes que el cis-Platino como citotoxicos en las mismas lineas
celulares de cancer de ovario sensibles y resistentes a cis-Platino usadas en el trabajo de
Kasparkova (Figura 20). Los valores de ICso que ellos obtuvieron se encontraron entre 15
y 48 uM, mientras que los de cis-Platino estuvieron entre 23 y 107 uM (Najajreh et al.
2006).
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Figura 20. trans-Platino (b) y algunos derivados (c-e).

Tanto el transplatino como los derivados sintetizados por los grupos de Kasparkova
y Najajreh incluyen una piperidina en su estructura, ademas del metal platino, mientras
que nuestros compuestos contienen dos piperidinas y no incluyen éste, ni algun otro
metal. Podemos decir entonces que la actividad citotoxica no esta relacionada
exclusivamente con este metal sino con la estereoisomeria de los compuestos pues se ha
establecido que trans-Platino es un compuesto clinicamente inefectivo (Kasparkova et al.
2003b), mientras que el cis-Platino es uno de los mejores agentes quimioterapéuticos
(Figura 21) (Casares et al. 2012).
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Figura 21. Estructura del cis-Platino.
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Por otro lado, Pors y colaboradores en 2006 sintetizaron algunas
cloroalquilaminoantraquinonas basandose en el uso de bloques de pirrolidin y piperidinil
(Figura 22). Varios de sus compuestos mostraron ser potentes citotoxinas contra las
células de cancer de ovario A2780 de tipo silvestre y aquellas resistentes a doxorrubicina
A2780AD, asi como resistentes a cis-Platino A2780/cp70 con valores de 1Csop menores 0
iguales a 40 nM. Los autores sugieren que la actividad de estos compuestos se debe a la
capacidad alquilante de la antraquinona planar aromatica comun en todas las estructuras.
En particular, sus compuestos A (S-pirrolidinil) y B (que contiene una molécula racémica
de piperidinil-N-cloroetil) inducen la formacién de cruzamientos intercatenarios en el ADN
(Pors et al. 2006).

N N
o o TN OH 0 e SN
R cl
O cl
OH ) Hi : OH 0 HI
\/\N \/\N

Figura 22. Estructuras de las cloroalquilaminoantraquinonas mas citotéxicas evaluadas por Pors et
al. 2006.

Comparando nuestros compuestos con las cloroalquilaminoantraquinonas del grupo
de Pors, todos tienen dos piperidinas, pero Ay B (Figura 22) incluyen ademas dos atomos
de cloro. Los halégenos se han caracterizado por incrementar la actividad biolégica en
varios compuestos y son muy utilizados en la industria quimica y alimentaria. Es muy
importante su posicion como sustituyentes quimicos, pero también es conocido que su
presencia puede tornar en téxicas a algunas moléculas (Tiekink and Zukerman-Schpector
2012). En el trabajo de Pors no se evaluo el efecto de sus compuestos sobre células no
tumorales para las cuales podria ser citotéxico, pero en el efecto que inducen al ADN,
viene implicito su posible caracter mutagénico. Con nuestros resultados pudimos observar
que aun sin presencia de algun halégeno, nuestro compuesto LQM338 mostréo una

actividad citotoxica importante.
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Retomando la actividad de nuestro par de compuestos morfolinicos, LQM302 indujo
una toxicidad similar en todas las lineas tumorales y en los FB no tumorales, con valores
entre 60 y 70% de viabilidad a la concentracion de 100 uM (Figuras 14-18). La linea
celular méas sensible a esta morfolina fue Ca Ski, con una viabilidad de 54.6% e I1Csp de
123.6 uM, con lo que se puede decir que LQM302 fue selectivo contra esta linea celular,
pero requiere concentraciones relativamente altas para inhibir el 50% de células C-33 Ay
fibroblastos normales (371.2 y 280.5 uM, respectivamente, Tabla 3).

La morfolina LQM340 fue el compuesto menos citotoxico contra las lineas celulares
de CaCu HelLay SiHa (88.31 y 82.33% de viabilidad a 100 uM e ICso de 528.7 y 388.7 uM,
respectivamente) y practicamente inocuo para las células Ca Ski (97.44% de viabilidad a
la concentracion mas alta e ICsop mayor a 1 mM). LQM340 fue selectivo contra la linea C-
33 A (57.88% de viabilidad a 100 uM e ICso de 8.73 uM) y ligeramente citotoxico para los
fibroblastos a la maxima concentracion evaluada (77.47% de viabilidad e I1Cso de 282.9
uM) (Figuras 14-17 y Tabla 3).

Para comparar con otros compuestos que incluyen grupos morfolinicos en su
estructura, encontramos diversas referencias en las que pudimos observar que hay
coincidencia en que el mecanismo de accion que utilizan es la inhibicion de la via de la
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K). Al igual que con moléculas que contienen grupos
piperidinicos, la mayoria de evaluaciones de citotoxicidad de compuestos que llevan
grupos morfolinicos se han realizado en varios tipos de células tumorales y no
precisamente de cancer cérvico-uterino. Un trabajo en que se emplearon células HelLa fue
el realizado por Ovadecova y colaboradores en 2005. Considerando que las quinazolinas
son compuestos biolégicamente activos y que han demostrado potencial antitumoral
actuando contra diversos blancos terapéuticos, el grupo de Ovadekova evalué la actividad
citotoxica de algunos derivados de quinazolina, de los cuales, el compuesto 3-(5-Nitro-2-
tienil)-9-cloro-5-morfolin-4-il[1,2,4]triazolo[4,3-c] quinazolina (NTCHMTQ) (Figura 23) fue el
mas efectivo sobre las células HelLa (ICsp = 8.85 uM a 24 h, 13.99 a 48 hy 6.43 a 72 h,
(Jantova et al. 2006). Concentraciones micromolares de este compuesto indujeron
cambios morfoldgicos y necrosis en dichas células, pero no encontraron dafio al ADN
(Ovadekova et al. 2005).
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Cl \ / \\

Figura 23. Estructura del 3-(5-Nitro-2-tienil)-9-cloro-5-morfolin-4-il[1,2,4]triazolo[4,3-c] quinazolina
(NTCHMTQ).

Esta quinazolina se ha probado también en células de leucemia murina L1210 y en
fibroblastos de embridon murino NIH-3T3 resultando citotdxica en esas lineas celulares
(ICso = 3.67 y 6.81 uM, respectivamente, a 24 h de incubacién) e induciendo
fragmentacién de ADN, cambios morfoldgicos y la expresiéon de caspasa-3, lo que sugiere
muerte celular por apoptosis (Jantova et al. 2006). Comparado con nuestras morfolinas, la
presencia de S, Cl y NO, en NTCHMTQ probablemente le otorgan mayor reactividad a
esta molécula, ya que ninguno de nuestros compuestos morfolinicos tuvo valores de ICsg
semejantes.

Niwa y colaboradores sintetizaron el compuesto 2-[bencil(fenill)-amino]etill,4-
dihidro-2,6-dimetil-5-(5,5-dimetil-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-il)-I-(2-morfolinoetil)-4-(3-
nitrofenil)-3-piridincarboxilato (PAK-200, Figura 24) y lo evaluaron en células humanas de
carcinoma epidermal KB vy las lineas mutantes derivadas resistentes a multifarmacos KB-
8-5 y KB-C2, determinando que es capaz de revertir la resistencia a Adriamicina (Niwa et
al. 1992).

«2HCI

Figura 24. Estructura del compuesto 2-[bencil(fenill)-amino]etil |,4-dihidro-2,6-dimetil-5-(5,5-dimetil-
2-oxo-l,3,2-dioxafosforinan-2-il)-I-(2-morfolinoetil)-4-(3-nitrofenil)-3-piridincarboxilato (PAK-200).
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A 5 uM, PAK-200 combinado con Adriamicina incrementa el efecto citotéxico de
este farmaco en las células KB-3-1, KB-8-5 y en dos lineas celulares de carcinoma
colorectal (COK-28LN y COK-36LN). Esta misma combinacion también logré suprimir
totalmente el crecimiento de tumores inducidos con KB-3-1 en ratones desnudos y
parcialmente los inducidos con KB-8-5 (Niwa et al. 1992). Nuevamente observamos la
presencia del grupo nitro en esta molécula, que ademas de contener tanto una morfolina
como una piperidina, también contiene mas sustituyentes y/o regiones que pueden
interactuar con otras moléculas y por tanto inducir efectos biolégicos en una célula.

Rewcastle y colaboradores, utilizando estudios de relacion estructura-actividad,
sintetizaron y evaluaron analogos del inhibidor de PI3K, ZSTK474 (Figura 25). Algunos de
sus compuestos tuvieron mayor potencia que ZSTK474 contra las tres enzimas de esta via
de sefalizacion y otras mutantes de las isoformas p11@. Los amalo gos se evaluaron en
células NZBS obtenidas de un paciente con meduloblastoma que contenian la forma
silvestre del gen p110a y erélalas NZOV9 obtenidas de carcinoma de ovario y que
expresan una enzima mutante de p110a. Los valores de ICso que obtuvieron fueron tan
bajos como 0.01 uM. La mayoria de las ICso de nuestros compuestos son, por mucho, mas
altas; pero la de LQM338 en células C-33 A es comparable a este valor (0.015 puM).
Algunos de los compuestos de Rewcastle no so6lo contienen morfolinas, sino también una
molécula de piperidina. En general e independientemente de los sustituyentes (R), todos
sus compuestos fueron citotoxicos contra las dos lineas celulares que evaluaron. La
actividad inhibidora de PI3K varia de acuerdo a R, en donde el difluorometil fue relevante
para reducir la 1Csp necesaria para inhibir la fosforilacion de PI3K y sus isoformas
(Rewcastle et al. 2011).
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Figura 25. Estructura de algunos compuestos derivados del inhibidor de PI3K (ZSTK474).
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Otro compuesto que incluye morfolina y también es inhibidor de PI3K es el NVP-
BKM120 (Figura 26), una 2,6-dimorfolina pirimidina evaluada por Maira y colaboradores.
Este compuesto inhibi6 todas las isoformas de PI3K clase | y disminuyd los niveles de una
proteina muy importante en la via de PI3K, la proteina quinasa B (Akt) en algunos modelos
y lineas tumorales. La evaluacion de su citotoxicidad se realizdé en un panel de 353 lineas
celulares tumorales inhibiendo la proliferacién principalmente de aquellas que contenian

mutaciones en el gen PIK3CA (Maira et al. 2012).

HaM

Figura 26. Estructura del inhibidor de PI3K (NVP-BKM120).

NVP-BKM120 mostré una potente actividad antiproliferativa y proapoptética en
células tumorales e inhibié el crecimiento tumoral en modelos in vivo. NVP-BKM120
inhibe a PI3Ka uréndose al dominio lipido quinasa del ATP con puentes de hidr 6geno
formados por el oxigeno del grupo 2-morfolina y el nitrdgeno exociclico en la posicion 6 del
sustituyente piridil y afectando la Vmax y la Km del ATP (Maira et al. 2012). Con esto
podemos decir que las morfolinas también podrian estar jugando un papel importante en la
actividad citotéxica de nuestros compuestos, pues tanto los oxigenos como los nitrégenos
de éstas pueden actuar como aceptores de puentes de hidrogeno para unirse con
moléculas blanco como el ATP, alterando sus actividades enziméticas y por consiguiente,

perturbando procesos celulares.

8.1.2 Efecto antioxidante de los compuestos LQM300
La presencia de especies pro-oxidantes conduce a mutaciones asociadas a la

progresion de un proceso tumoral, por lo que se recomienda el consumo de antioxidantes
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para la prevencion no solo del cancer sino de otras patologias (Sanchez and Mendoza
2003). En el caso de tumores ya establecidos, el consumo y/o administraciéon de
antioxidantes puede también contrarrestar los dafios subsecuentes generados por la
elevada produccion de EROs en las células cancerosas (Nicco et al. 2005). Por otro lado,
muchos compuestos heterociclicos, como los flavonoides, son ampliamente reconocidos
por su actividad antioxidante; sin embargo, a concentraciones elevadas pueden ser
citotoxicos causando dafio mitocondrial y muerte celular por la via intrinseca de la
apoptosis (Maroziene et al. 2012).

La informacion anterior nos llevd a querer conocer el potencial antioxidante de los
cuatro compuestos heterociclicos, por lo que estos fueron evaluados a concentraciones de
1, 10 y 100 uM como reductores del radical libre DPPH en un ensayo preliminar, en donde
se observd que el compuesto LQM302 mostr6 muy baja actividad como reductor.
Posteriormente, se evalud el resto de los compuestos en rangos mas estrechos de
concentracion, obteniendo las respectivas curvas de reduccion del DPPH. Los farmacos
de referencia utilizados fueron quercetina y a-tocoferol, ampliamente conocidos por su
potencial antioxidante. Con excepcion de la morfolina LQM302 que presentd un porcentaje
de inhibicion del DPPH de 7.01 a la concentracion maxima evaluadauN00os
compuestos heterociclicos evaluados mostraron potencial como antioxidantes en forma
dependiente de la concentracion, ya que fueron capaces de reducir al radical DPPH desde
concentraciones cercanas a 10 uyM y alcanzar valores de iohibile este radical
mayores de 70% a 100 uyM en un comportamiento semejante al déritoacbs de

referencia (Figura 27).
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Figura 27. Capacidad antioxidante de cuatro heterociclicos de la serie LQM300 evaluada como
porcentaje de inhibicion de DPPH. Promedios y error estandar de 3 - 4 experimentos
independientes, cada uno por triplicado. Los farmacos de referencia fueron Quercetinay o
Tocoferol.

El compuesto que le siguio al LQM302 en incremento de actividad fue la piperidina
LQM340, aunque comparado con la morfolina LQM302, mostré una importante inhibicion
del DPPH alcanzando el 75.01% de inhibiciébn a la concentracion deuMO0De los
heterociclicos, siguieron en actividad la morfolina LQM335 y la piperidina LQM338, ambas
mostraron un efecto inhibidor del DPPH que superd al del a-Tocoferol desde la primer
concentracion evaluada (1QuM) en el sentido de que es&nfaco requirid may ores
concentraciones para alcanzar el mismo porcentaje de inhibicion del DPPH. A la
concentracion de 56.23 uM, LQM335, LQM338 y a-Tocoferol presentaron valores similares
de inhibiciéon del DPPH (89.17, 85.21 y 81.76%, respectivamente) por lo que podemos
decir que nuestros compuestos superaron el efecto antioxidante del farmaco de referencia

a-Tocoferol.
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Tabla 4. ICsp de los compuestos heterociclicos y los farmacos de referencia Quercetina y
a-Tocoferol para reducir el radical DPPH.
Compuesto 1Cso (MM)

LQM302 > 100

LQM335 24.20 + 0.63
LQM338 19.44 + 0.40
LQM340 38.61 + 3.31
Quercetina  10.89 £0.47
a-Tocoferol 31.74 £ 1.04

Promedios y error estandar de 3 - 4 experimentos independientes.

El farmaco de referencia Quercetina fue el que mostré el mayor efecto antioxidante
al alcanzar una reducciéon del 85.53% del DPPH a 23.7uM vy, por consiguiente, tuvo la

ICs0 mas baja, seguida por nuestros compuestos LQM338 y LQM335 (Tabla 4).
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Figura 28. Estructura de la Quercetina.

La Quercetina, o 3,3,4',5,7-pentahidroxiflavona (Figura 28) es un flavonoide
presente en una amplia variedad de frutas y vegetales. Se le han atribuido diversas
propiedades como antialergénico, antiproliferativo, pro-apoptético, atenuante de
hipertrofia cardiaca, gastroprotector, hipotensivo, antiviral, antidepresivo, antiinflamatorio y
antioxidante. Numerosos estudios se han enfocado a este potencial antioxidante y los
efectos protectores que implica (Kelly 2011).

Por su parte, el a-Tocoferol o vitamina E (Figura 29) se encuentra abundantemente
en nueces, semillas, aceites vegetales, hojas de verduras y en algunas frutas. Ademas de

sus propiedades antioxidantes, se le ha implicado en la funcién inmunoldgica, sefalizacion

99



Frias GS Resultados y Discusion

celular, regulacién de expresion genética y otros procesos metabdlicos (Brigelius-Flohe
and Traber 1999, Traber and Atkinson 2007).

Figura 29. Estructura del a-Tocoferol.

Ambos farmacos son de origen vegetal y ampliamente conocidos por sus
propiedades antioxidantes aunque poseen estructuras muy diferentes. Quercetina, con su
gran namero de sustituyentes hidroxilos, puede facilmente donar hidrégenos y reducir los
radicales libres, lo que podria estar influyendo en su mayor actividad para reducir el
DPPH. a-Tocoferol, aunque tiene un hidroxilo, son grupos metilo los que constituyen la
mayoria de sus sustituyentes; estos también pueden fungir como donadores de
hidrogenos y del numero de ellos depende su actividad antioxidante, pero otra ventaja
importante de esta molécula es su capacidad de penetrar en las membranas biolégicas
debido a la cadena lateral lipofilica (Traber and Atkinson 2007).

Con respecto a estos farmacos de referencia, nuestros heterociclicos tienen mas
parecido con la Quercetina que con el a-Tocoferol, principalmente porque carecen de la
cadena alifatica. Si consideramos el nimero de grupos hidroxilo, concuerda que nuestra
piperidina LQM338 tiene el mayor nimero de hidroxilos y también fue el compuesto que
mostré un mayor efecto antioxidante. Sin embargo, con los tres compuestos restantes no
se sigue el mismo patron, pues aunque todos poseen dos grupos hidroxilo en su
estructura, LQM335 tuvo una importante actividad antioxidante, mientras que LQM302
carecio de tal actividad, por lo que podemos considerar que la posicion o arreglo espacial
tienen gran influencia.

Con respecto a compuestos que contienen piperidinas y mostraron actividad
antioxidante evaluada con la técnica del DPPH, se encontraron referencias de algunas
moléculas presentes en organismos como plantas e insectos, asi como de origen sintético,

por lo que se menciona un ejemplo de cada uno de ellos.
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Las especies arboreas Senna y Cassia son conocidas por tener un amplio espectro
farmacoldgico y uso en medicina tradicional, especialmente en enfermedades asociadas a
la inflamacioén, por lo que se han evaluado algunos compuestos aislados de ellas. Las
piperidinas (+)-2-Metil-3-feruloil-6-(dodecil-11'-ona)piperidina (1), (-)-espectalina (2) y (-)-
3- O-acetilespectalina (3) aisladas de extracto metandlico de Senna spectabilis por Viegas
y colaboradores en el 2007 fueron evaluadas para conocer sus propiedades antioxidantes
(Figura 30). En la prueba de DPPH, las dos ultimas piperidinas mostraron una actividad
débil como atrapadoras de radicales libres, mientras que (1) mostré una mayor actividad
(40% de inhibiciébn a 126 uM) que fue atribuida a la molécula de feruloil (Viegas et al.
2007). En este trabajo la molécula de referencia fue Rutina, con un porcentaje de
inhibicion de 92% a 98.27 uM que es menor actividad con respecto a nuestros farmacos
de referencia Quercetina y a-Tocoferol los cuales fueron capaces de alcanzar esos niveles
de inhibicion del DPPH a concentraciones mas bajas. De igual forma, nuestros
compuestos piperidinicos superan en actividad a las piperidinas evaluadas por Viegas y
colaboradores, ya que nuestra maxima concentracion evaluada fue 100 pM vy los

porcentajes de inhibicion a esa concentracion fueron mayores de 65% de inhibicion.
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Figura 30. Estructuras de las piperidinas (+)-3-O-feruloicasina (1), (-)-espectalina (2) y (-)-3-O-
acetilespectalina (3).

RO

En la medicina tradicional de China y Corea, el ciempiés Scolopendra subspinipes
ha sido utilizado para el tratamiento de enfermedades tan diversas como espasmos,
convulsiones infantiles, difteria y tetanos. En la busqueda de sustancias bioldgicas contra
la oxidacién de lipoproteinas a partir de insectos, los extractos metandlicos de S.
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subspinipes mostraron potente actividad antioxidante; por lo que Yoon y colaboradores en
2006 evaluaron la actividad antioxidante de los compuestos 3,8-dihidroxiquinolina (1) 2,4-
di-tertbutilfenol (2) y 2,8-dihidroxi-3,4-dimetoxiquinolina (3) (Figura 31) mediante diversos
métodos, entre ellos la reduccion del radical DPPH. Incubando el radical DPPH durante 35
min con 100 pM de sus compuestos, los compuestos 2 y 3 presentaron una inhibicién de
25 y 7% respectivamente, mientras que el compuesto 1 mostré una inhibicion del 64%.
Comparando entre si los compuestos 1 y 3, notamos nuevamente que la presencia de dos
grupos aromaticos OH en el compuesto 1 le dio mayor actividad que un grupo metoxi en el
compuesto 3 (Yoon et al. 2006). Esto refuerza la idea de que el mayor nimero de grupos
OH en nuestro compuesto LQM338 fue lo que le confiri6 mayor actividad como reductor
del DPPH.

Ohde
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Figura 31. Estructura de los compuestos 3,8-dihidroxiquinolina (1), 2,4-di-tert-butilfenol (2) y 2,8-
dihidroxi-3,4-dimetoxiquinolina (3) obtenidos de extracto metandlico de S. subspinipes.

Debido a la relevancia que tiene el estrés oxidativo en diversas patologias, no sélo
se buscan productos naturales con actividad antioxidante sino que también se tiene interés
en la sintesis de nuevos compuestos con esta actividad. Diversos metabolitos secundarios
obtenidos del género Piper, entre ellos la piperina como el mas relevante, han demostrado
poseer propiedades antipirética, analgésica, insecticida, antiinflamatoria, antitumoral y
antidepresiva, por lo que Prashanth y colaboradores sintetizaron un trans-isémero y otros
analogos del producto natural 1-[1-0x0-3(3,4-metilenedioxi-5-metoxifenil)-2Z-propenil]
piperidina (Figura 32) obtenido de raices de Piper nigrum y les evaluaron la actividad
antimicrobiana, antioxidante y antidepresiva. En la prueba del DPPH, todos sus
compuestos (8a-8j) fueron capaces de reducir a este radical y los autores reconocen la
importancia de los grupos hidroxilos en los compuestos con mayor actividad antioxidante
(8b y 8c) (Prashanth et al. 2012).
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Figura 32. Derivados del 1-[1-ox0-3(3,4-metilenedioxi-5-metoxifenil)-2Z-propenil] piperidina.

El nimero de referencias de compuestos que contienen grupos morfolinicos y que
mostraron actividad antioxidante evaluada con la técnica de DPPH es menor con respecto
a los encontrados para piperidinas, pero entre ellos encontramos a las tiomorfolidas, que
son estructuras de importancia en quimica medicinal por su actividad biolégica contra
infecciones bacterianas, anti-ulcerativas, fungicidas y herbicidas, ademas de su uso para
la sintesis de heterociclicos. Utilizando estas estructuras, el grupo de Bandgar sintetizod
una serie de tiomorfolinas (Figura 33) a las que se les evalud, entre otras pruebas, su
actividad antioxidante con la prueba de DPPH. De sus compuestos, las estructuras 4a, 4c,
4d y 4f-4h fueron las que presentaron actividad para reducir al radical libre DPPH con
porcentajes de inhibicién entre 21 y 36%, pero sin llegar a los niveles alcanzados por su
compuesto de referencia butilhidroxianisol (BHA), que fue de 72.34% (Bandgar et al.
2010).

Las estructuras de este grupo de investigacion no difieren por mucho de las
nuestras, aunque es ampliamente conocido que un solo atomo y/o posicién puede ser
relevante para cambiar radicalmente la actividad. La diferencia mas notoria es la presencia
de azufre, que en este caso podemos notar que no tuvo relevancia en la actividad

antioxidante puesto que nuestros compuestos son mas activos y no cuentan con la
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presencia de este atomo. Los grupos metil y metoxi tampoco incrementaron de manera
importante la actividad para reducir al DPPH, mientras que su compuesto 4g, que contiene

un grupo OH, fue el que tuvo mayor actividad antioxidante.
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Figura 33. Estructuras de algunas tiomorfolinas sintéticas con actividad antioxidante.
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Existen reportes de otras morfolinas con actividad antioxidante pero evaluada
mediante técnicas diferentes a la reduccion del DPPH. Asi, podemos mencionar la sintesis
de la 2-bifenilmorfolina y sus derivados por Chrysselis con el objetivo de obtener
moléculas que combinaran actividad antioxidante e hipocolesterolémica (Chrysselis et al.
2000).
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Figura 34. Estructuras de algunos derivados de morfolinas.

La actividad antioxidante de estas morfolinas la evaluaron mediante la
determinacion espectrofotométrica de especies reactivas al acido tiobarbitdrico formadas
por la incubacion de estos compuestos con una fraccidbn microsomal hepatica de rata
inactivada con calor (Figura 34). Sus compuestos del 6 alll inhibieron casi completamente
la reaccion de peroxidacion de la fraccion microsomal inducida con FeSO4 10 uM a una
concentracion de 1mM, mientras que los compuestos 6 y 10 tuvieron un 96 y 78% de
inhibicién a 0.5 mM, respectivamente. Su compuesto mas activo como antioxidante fue el
7 con una ICsp de 250 uM. Los autores tamilsi mencionan que es conocido que el
caracter lipofilico de las moléculas antioxidantes es un factor importante para la proteccion
contra la oxidacion y en su estudio encontraron que su compuesto mas lipofilico (2) fue el
menos antioxidante, mientras que los menos lipofilicos (6-8) fueron mejores inhibidores de
la peroxidacion (Chrysselis et al. 2000).

En 2004, Tavridou y Manolopoulos evaluaron las propiedades antioxidantes
mediante TBARS y DPPH de las 2-bifenilmorfolinas 2-(4-bifenil)-4-metil-octahidro-1,4-
benzoxazin-2-ol,  hidrobromuro  (EP2306) y  2-(4-bifenil)-2-(3-nitro-oxipropoxi)-4-
metilmorfolina, hidrobromuro (EP2302) de la serie reportada previamente por Chrysselis y

colaboradores. Su evaluacion de TBARS se realizo en conejos hiperlipidémicos, los cuales
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redujeron sus niveles de TBARS después del tratamiento por 4 semanas con 10 mg/kg de
EP2306. En sus experimentos con DPPH no observaron efecto reductor dependiente del
tiempo con ninguno de los compuestos a concentraciones entre 50 yM y 1 mM, mientras
que su compuesto de referencia (vitamina E) mostré una reduccion de 66% al20

Durante el estrés oxidativo, la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad involucra la
accion de especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, con sus resultados, los autores
consideraron que sus compuestos no actian a través de la actividad de atrapadores de
radicales libres, por lo que la proteccion de peroxidacion debe atribuirse a otro mecanismo,
pero que el potencial para actuar como antioxidantes en conejos hiperlipidémicos sugiere
que pueden ser beneficiosos para reducir ateroesclerosis in vivo (Tavridou and

Manolopoulos 2004).

En este trabajo, nosotros también evaluamos la actividad antioxidante de los
heterociclicos de la serie 300s en la prueba de TBARS. En nuestro caso, la induccion de
peroxidacion también se realiz6 con FeSO, 10 uM, pero nuestra fuente ligica fue un
homogeneizado de cerebro de rata. En la Figura 35 se observa que nuestros compuestos
LQM302 y LQM340 fueron los que tuvieron menor efecto inhibidor de la peroxidacion
lipidica (22.87 y 22.80% de inhibicién a la concentracién de 10M®, respectivamente).
Aunque este dato nos indica que el compuesto LQM302 puede tener una capacidad débil
para inhibir la peroxidacién, podemos decir que su efecto es semejante al resultado que
este mismo compuesto tuvo en la reduccion del DPPH, lo cual confirma su efecto
antioxidante débil. Por su parte, la piperidina LQM340 mostr6 un buen resultado como

reductor del radical DPPH, pero su efecto para inhibir la lipoperoxidacion fue bajo.
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Figura 35. Efecto de los heterociclicos de la serie LQM300 en la inhibicion de peroxidacion lipidica
inducida con FeSO, 10 uM en homogeneizado de cerebro de rata. a-Tocoferol se utiliz6 como
farmaco de referencia. Promedios y error estandar de 3 experimentos independientes.

No obstante los ensayos de DPPH y TBARS son ampliamente utilizados para
evaluar el efecto antioxidante, con el primero podemos determinar principalmente la
capacidad de un compuesto o0 sustancia para atrapar radicales libres, mientras que el
segundo mas bien estima la peroxidacion de lipidos en membranas y sistemas biologicos,
ademas de que nos indica si la sustancia de prueba es capaz de proteger o inhibir dicha
peroxidacién (Prakash et al.), por lo que es completamente valido que un compuesto
pueda ser un buen atrapador o reductor de radicales libres in vitro, pero no tener efecto en
otro tipo de sistemas como es el caso del LQM340. El compuesto LQM335 tuvo muy
buena actividad en la prueba de DPPH y moderada para inhibir la peroxidacion (43.21% a
100 uM), mientras que LQM338 fue el compuesto con mayor actividad, pues inhibio el
95.46% de la peroxidacion apenas a 10uM (en TBARS) e igualmente fue uno de los mas
efectivos para reducir el DPPH, superando en ambos casos la actividad del farmaco de
referencia a-Tocoferol. Esto coloca al compuesto LQM338 como nuestro compuesto con
mejor actividad biolégica tanto como citotoxico, antioxidante e inhibidor de lipoperoxidacién
(Figura 35).

Entre otros compuestos piperidinicos, los nitroxidos de piperidina tales como el

Tempo (2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil), Tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-
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oxil) y Tempamina son radicales ciclicos estables y permeables en las células y han
mostrado actividad antineoplasica, participacion en el ciclo de o6xido-reduccién y
propiedades pro-oxidativas (Wasserman et al. 2007), por lo que consideramos importante
compararlos con nuestras piperidinas. En el estudio de Czepas y colaboradores (2008), se
evaluo la actividad protectora de los nitréxidos de piperidina Tempamina (4-amino-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxil) y Tempace (4-acetamido-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil)
sobre la peroxidacion lipidica inducida con doxorrubicina cuantificando la presencia de
TBARS en lisado de fibroblastos B16 tratados con 20-200 uM de estos compuestos
durante 1 h y en combinacién con doxorrubicina (u®) por 2 h. Los compuestos de
referencia Tempo y Tempol, asi como Tempace, no mostraron influencia por si solos en el
nivel de TBARS en las células y s6lo Tempamina causé una disminucion en los niveles
de TBARS a la concentracion deuBD Doxorrubicina 10 yM indujo un 20% de
incremento en los niveles de TBARS con respecto al control, el cual fue inhibido
significativamente cuando este farmaco fue aplicado en combinacién con los nitréxidos de
piperidina. El efecto protector de los nitroxidos fue dependiente de la concentracion,
siendo Tempol y Tempace los mas efectivos como antioxidantes en el rango entre 40 y
200 yM (Czepas et al. 2008) (Figura 36).

(o)

NHa HNJ‘k OH

N N N N
(0] 0 (0] (0]
a b c d

Figura 36. Estructuras de los nitréxidos de piperidina (a) Tempamina, (b) Tempace, (c) Tempo y (d)
Tempol.

Comparando con nuestra evaluacion, los nitroxidos de piperidina inhibieron entre 20
y 40% la peroxidacion inducida con doxorrubicina en los lisados celulares aun a
concentraciones de hasta 200 uM, valores que son similares a la inhibicidn que la mayoria
de nuestros compuestos tuvieron en la peroxidacion inducida con FeSO,; en

homogeneizado de cerebro de rata, y ningun nitréxido obtuvo valores semejantes al de
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nuestro compuesto mas efectivo (LQM338) que inhibié casi el 100% de peroxidacion a la
concentracion de 10uM. Cabe mencionar que estos autores tam bién utilizaron el sulfato
en todas sus muestras para poder obtener cantidades cuantificables y posteriormente
adicionaron la doxorrubicina para aumentar la peroxidacion y que si bien la fuente de
lipidos es distinta, se pueden considerar como sistemas homodlogos a diferente nivel
celular. En el trabajo de Czepas y colaboradores, los sustituyentes en la posicion 4 de sus
nitroxidos son los responsables de cambios en la carga molecular, lipofilicidad y
permeabilidad, y por consiguiente, del comportamiento y efecto de ellos en las células.
Particularmente, aquellos que poseen un grupo amino, hidroxilo o acetamida en dicha
posicién, son los que mostraron propiedades antioxidantes (Czepas et al. 2008).
Estructuralmente, los nitroxidos son mas sencillos que nuestros heterociclicos
puesto que los primeros solo contienen una piperidina, mientras que nuestros compuestos
poseen 2 y ademas tienen sustituyentes que son mas estables que los grupos hidroxilo en
los nuestros, lo que reduce la posibilidad de ceder electrones para contrarrestar el efecto
oxidativo y los hace menos efectivos que nuestros heterociclicos para inhibir la

peroxidacion lipidica.

8.1.3 Evaluacién de la genotoxicidad de los compuestos LQM300

En todo el mundo, el descubrimiento o creacidon de un nuevo agente terapéutico no
se queda en las investigaciones de laboratorio in vitro e in vivo si es que se pretende
comercializar, sino que requiere de pruebas en animales superiores o0 pacientes terminales
y aprobaciones legales para que esto ocurra. La agencia gubernamental “Food and Drug
Administration” (FDA) es responsable de cuidar la salud publica de los Estados Unidos
mediante el control de la seguridad y eficacia de farmacos, productos biologicos, material
meédico, alimentos, cosméticos y aparatos que emiten cualquier tipo de radiacion utilizados
en seres humanos y animales, por lo cual se considera la agencia con el mayor grado de
seguridad. Teniendo en cuenta que el mercado de los Estados Unidos es el primero en el
mundo, la FDA concentra un gran numero de recursos en regular la comercializacion de
productos y sus estandares se aplican en muchos otros paises. La evaluacion de la
toxicidad es uno de los principales estandares que cualquier producto de uso o consumo
humano debe cubrir (Food and Drug Administration 2010), por lo que en este trabajo se
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utilizé el método de incorporacién de la prueba de Ames para conocer el potencial
genotoéxico de nuestros heterociclicos LQM302, LQM335, LQM338 y LOM 340 sobre tres
cepas de S. typhimurium, a las concentraciones de 50, 100 y 200 uM/placa con y sin la
adicion de un activador matabolico (mezcla S9). En los resultados de la prueba de Ames,
un producto se considera como mutageno cuando el nimero de colonias formado después
de la incubacion de las bacterias con dicho producto es dos veces mayor o mas que el
namero de colonias que revirtieron espontaneamente su mutacion en las placas sin

tratamiento (Maron and Ames 1983).

En la Tabla 5 podemos observar que ninguno de los compuestos LQM evaluados
superd el doble del numero de colonias revertantes formadas con el vehiculo DMSO, ni
siquiera incluso cuando las bacterias se incubaron con los compuestos y el activador S9,
lo que indica que nuestros heterociclcicos no son mutagénicos.

A pesar de que las pruebas de toxicidad son muy importantes para que un posible farmaco
pueda ser usado de forma segura, la mayoria de articulos publicados sobre compuestos
con actividad biolégica carecen de informacién sobre su efecto toxico en los mismos
sistemas empleados u otros. Para comparar el efecto genotdxico de nuestros
heterociclcicos con compuestos similares encontramos que Gallez y colaboradores (1992)
reportaron que tres de seis radicales piperidinoxil fueron mutagénicos contra S.
typhimurium de la cepa TA100 a concentraciones de 50 mM o mayores y que esta cepa
fue la mas sensible a tales compuestos con respecto a las cepas TA98 y TA102. Esta
mutagenicidad fue asociada a la naturaleza de radicales libres de los compuestos que
evaluaron y a la resistencia que tienen a ser reducidos (Gallez et al. 1992). Aqui es
importante resaltar la diferencia en las concentraciones que estos autores usaron
comparadas con las que utilizamos en este trabajo, pues nuestra maxima concentracion
evaluada fue de 200 uM y el grupo de Gallez utilié 50 mM como concentracion minima

evaluada, esto es 1000 veces mayor a nuestra menor concentracion evaluada, a la cual
probablemente los nitréxidos de Gallez tendrian un efecto distinto, y aunque el efecto
mutagénico de compuestos tipo piperidinoxil puede atribuirse a sus propiedades pro-

oxidantes, hasta los mejores farmacos han demostrado ser toxicos a dosis elevadas.
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Tabla 5. Efecto mutagénico de los compuestos heterociclicos LQM300 en tres cepas de
Salmonella typhimurium.

Numero de colonias (Promedio + Desviacién estandar)

Cepa TA 98 TA 100 TA 102
Compuesto Concentracion S9 (-) S9 (+) S9 (-) S9 (+) S9 (-) S9 (+)
(UM/caja)
DMSO 2167+ 2933 % 200+ 2421+ 2452+ 376.2%
2.48 6.89 20.27 28.6 37.6 17.6
LQM302 50 265+ 3166+ 1288+ 1528+ 2664+ 316+
4.88 5.92 21.4 135 20 62.97
100 27.83 335+ 1443+ 1398+ 2847+ 3328+%
10.34 8.36 17.1 15 27.7 66.3
200 2133+ 3166+ 156.6+ 1395+ 286.6+ 336.8%
3.93 4.59 22.9 28.1 65 69.4
LQM335 50 33.33 313+ 131+ 1408+ 318+ 3352+%
9.52 10.46 24.69 27.1 81.21 62
100 26.83 35+ 147+ 1311+ 3312+ 358.3%
2.48 8.64 13.82 16.8 87.2 81.4
200 26.2 + 31.83+ 1493+ 1321+ 2953+ 3232+%
10.035 4.53 23.1 25.3 70.8 79.7
LQM338 50 22.16 + 25+ 202 = 254+ 2747+ 4328+
3.81 3.68 59.46 71.3 44.1 20.1
100 21.66 225+ 1955+ 2323+ 273.6* 4456+%
6.97 3.88 33.6 55.2 33.1 15.8
200 23.66 255+ 1958+ 214+ 2243+ 4152+%
4.22 4.63 34.8 63.24 45.7 14.9
LQM 340 50 2266+ 2883+ 239.16 206.8+ 316.1+ 4904+
6.53 5.15 +59 48.6 54.8 18.3
100 28.66 + 215+ 210.1+ 2495+ 236.7+ 459.3%
5.98 4.37 67.2 90.7 38.9 17.2
200 2566+ 30.33+ 1928+ 243+ 2858+ 4635z
7.36 7.76 52.2 106.5 30.3 24.2
AP 50 ug 77.33 £
18.14
2AA 10 pg 2919 + 1253 +
425.9 44.9
NMNG 10 pg 8033.6
+ 535
CF 500 pg 507
22.87
MIT C 10 ng 1891 +
154.6

Promedios de 3 experimentos independientes, cada uno por triplicado + error estandar.
Acido picrlénico (AP), 2-aminoantraceno (2AA), N-metil-N"-nitro-N-Nitrosoguanidina
(NMNG), Ciclofosfamida (CF) y Mitomicina C (Mit C) fueron utilizados como controles
positivos.
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Posteriormente, en el 2008 se reporto el estudio del papel que juega el nitroxido de
piperidina Tempol sobre la genotoxicidad inducida por cadmio y cromo en linfocitos
humanos, los cuales utilizaron por su conocida toxicidad asociada a la generacion de
estrés oxidativo. Con base en los antecedentes de que el Tempol es capaz de detoxificar
especies reactivas de oxigeno y actuar de manera semejante a la enzima antioxidante
natural superéxido dismutasa, Lewinska y colaboradores evaluaron la presencia de
micronucleos en infocitos en cultivo que fueron expuestos a 5, 10 y 35 yM durante 72 h de
los metales mencionados y encontraron que, por si solos, ambos metales incrementan de
3 a 6 veces el numero de micronucleos en los linfocitos, mientras que cuando la
incubacion se realizé simultaneamente con el Tempol (Figura 36), éste redujo la cantidad
de micronucleos inducidos por los metales (Lewinska et al. 2008). Los datos de estos
trabajos nos demuestran que compuestos que incluyen un grupo piperidina como los
nitroxidos o nuestros heterociclcicos pueden tener una actividad eficiente para proteger los
efectos genotéxicos inducidos por metales, pero que a altas concentraciones pueden
causar efectos adversos, por lo que seria importante conocer los efectos si se utilizan por
largos periodos de tiempo o si tienen la capacidad de acumularse in vivo.

Con respecto a las morfolinas, el grupo de Matulenko en el 2005 publicé la
identificacion de un analogo de piridopirimidina que es un potente inhibidor no nucleésido
de la adenosin quinasa. Su homélogo contiene un sistema de anillos sustituido con una 7-
piridilmorfolina como elemento estructural. Este grupo de investigacion reporta los efectos
farmacoldgicos de este y otros heterociclicos de seis miembros, en donde la mayoria de
los compuestos no presentaron actividad mutagénica con la prueba de Ames en las cepas
TA98, TA100, TA1535 y TA1538 incluso con la adicion del activador metabdlico S9. La
presencia de un nitrégeno adicional y la posicion de éste resultaron relevantes para la
toxicidad en esta prueba, pues en la posicidon 3'se evita la actividad mutagénica, mientras
gue cuando se encuentra en la posicién 2° se presenta una mutagenicidad (Matulenko et
al. 2005) (Figura 37) que no mostraron nuestros heterociclicos y que coincide con que la

carencia de un nitrogeno adicional.
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Figura 37. Secuencia de sintesis de los compuestos morfolinicos evaluados por Matulenko et al.
2005.

Durante la busqueda de referencias de morfolinas con actividad antioxidante, se
encontraron diversos articulos que utilizan al compuesto 3-morfolinosidnonimina (SIN-1)
s6lo como inductor de oxidacion para posteriormente evaluar el efecto de otras moléculas
(Figura 38). El reporte de Scarpato y colaboradores evalia la genotoxicidad de los
generadores de radicales libores AAPH y SIN-1, de los cuales, este ultimo es ampliamente
conocido por su capacidad de generar Oxido nitrico y anion superéxido en soluciones
acuosas para producir posteriormente al idGn peroxinitrito, y este a su vez, esta involucrado
en diversas patologias inflamatorias. En el trabajo de Scarpato, la genotoxicidad de este
compuesto se evalué mediante la determinacion de microndcleos con citometria de flujo
en células endoteliales HMEC-1 tratadas con SIN-1 durante 24 h a concentraciones entre
2.5 a 150 uyM y se encontrd que este compuesto induce una formacién de micronucleos 2
a 3 veces mayor que el valor control coincidiendo con el incremento de células en fase G1
del ciclo celular y fragmentacion del ADN en las células HMEC-1 y sugiriendo apoptosis
(Scarpato et al. 2011). La actividad genotdxica que presentd SIN-1 tiene cierta semejanza
con la de los compuestos morfolinicos de Matulenko y ésta podria asociarse a la presencia
del nitrdgeno en posicion 2. Otras de las caracteristicas de SIN-1 es su permeabilidad en

las células sin causar dafio en las membranas y la dependencia de la enzima superoxido
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dismutasa local para la formacién de éxido nitrico de libre difusion intracelular, lo que hace

que su actividad varie de acuerdo al tipo celular.

HN IN ‘_.__,N\JO
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Figura 38. Estructura del donador de 6xido nitrico 3-morfolinosidnonimina (SIN-1).

En el trabajo de Sacarpato, el dafio que SIN-1 induce al ADN, determinado con la
formacion de micronucleos, se encuentra mas relacionado al comportamiento de esta
molécula en soluciones acuosas (produccion de H,0,), que a su capacidad de modificar
acidos nucleicos cuando el peroxinitrito reacciona con 2 -deoxirribosa y deoxinucled6tidos
para formar malondialdehido reportado en otros estudios (Yermilov et al. 1996). Lo cual es
un efecto contrario al de nuestros heterociclcicos que fueron capaces de inhibir la
formacion de especies reactivas al acido tiobarbitarico (malondialdehido y derivados).

De nuestros compuestos de la serie LQM300, al Unico que se le evalud actividad
genotoxica determinando la formacion de microndcleos fue a la morfolina LQM335, pues
aungue no resultd genotoxico en la prueba de Ames, consideramos importante determinar
su posible genotoxicidad con otro método debido a la citotoxicidad que mostré en las

células sanas (fibroblastos), los resultados se muestran en la Figura 39.
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Figura 39. Efecto del compuesto LQM335 a diferentes concentraciones en la formacion de
micronucleos en sangre periférica de ratones CD-1. Los controles negativo y positivo fueron DMSO
1% e Ifosfamida (IFF) 60 mg/kg, respectivamente. El compuesto se evalué también en
combinacién con el control positivo Ifosfamida. Se muestra el promedio y error estandar de 5
animales por grupo experimental.

La Figura 39 muestra el promedio del numero de eritrocitos policromaticos con
micronucleos (EPCMN) que se encontraron por cada 1000 eritrocitos policroméaticos (EPC)
en frotis de muestras sanguineas de ratones a los que se les administraron diferentes
dosis del compuesto LQMS335. El grupo negativo, y en general todas las dosis usadas del
compuesto, presentaron un promedio menor a 3 EPCMN por cada 1000 EPC, valor
considerado normal para ratones de la cepa utilizada (Salamone and Mavournin 1994), y
qgue indica que el compuesto no tuvo un efecto genotoxico a las dosis usadas, ya que
ademas no hubo diferencia significativa en las tres dosis del compuesto LQM335 a los
diferentes tiempos con respecto al valor de EPCMN encontrado antes de administrar el
compuesto (tiempo 0). Sin embargo, si hubo diferencia estadisticamente significativa (p <
0.05) con el efecto del compuesto usado como control positivo, Ifosfamida (IFF), en el
incremento de EPCMN a las 48 h, ya que alcanz6 valores de 8.25 y posteriormente
alcanzé nuevamente niveles cercanos a los normales a las 72 h, en donde ya se tiene un
promedio de 2.5.

En la Figura 39 se muestran también los resultados de la administracion conjunta
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de Ifosfamida con el compuesto LQM335 a las mismas diferentes dosis (reto=R), en donde
observamos que no hubo incremento en la cantidad de EPCMN cuando la Ifosfamida se
administré seguida del compuesto LQM335 comparado con la administracién del farmaco
solo. Esto significa que nuestro compuesto mostrd un efecto inhibitorio sobre la formacion
de micronucleos inducidos con la Ifosfamida, por lo que se puede decir que tiene un efecto
antimutageénico.

La evaluacion de micronucleos mediante la tincion con Giemsa también nos permite
cuantificar los EPC con respecto a un numero determinado de eritrocitos normocromaticos
y con esto determinar si hay un efecto citotoxico por parte del compuesto de prueba, ya
gue un aumento en el indice de EPC/ENC sugeriria un decremento en eritrocitos maduros
gue requirié de recuperacion con nuevos eritrocitos (Figura 40).

A) Eritrocito policromatico (EPC)
B) Eritrocito normocromatico (ENC)
C) Micronucleo (MN)

Figura 40. Frotis de sangre periférica de raton CD-1 tefiido con el colorante Giemsa. Se observa la
diferencia entre los eritrocitos inmaduros (policrométicos), maduros (normocromaticos) e
inmaduros (EPC) con presencia de micronucleos.

En la Tabla 6 se muestran los indices de EPC/ENC encontrados a los diferentes
tiempos después de administrar los tratamientos control negativo (DMSO 1%), control
positivo (Ifosfamida 60 mg/kg) y el compuesto LQM335 (10,15 y 20 mg/kg de peso) solo o
simultaneamente con el control positivo, donde podemos observar una tendencia general
a disminuir el indice EPC/ENC. Este valor disminuy6 un 33.33% a las 24 h después de
gue se administré la Ifosfamida y un 50% a las 48 y 72 h con respecto a los valores del
grupo negativo demostrando un posible efecto citostatico de este compuesto sobre las

células sanguineas.
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Tabla 6. indice de EPC/ENC en sangre periférica de ratones tratados con

LQM335

Grupo Exp Oh 24 h 48 h 72 h
Negativo 0.07 0.06 0.05 0.05
Ifosfamida 0.06 0.04 0.03 0.03
LQM335 5 mg/kg 0.07 0.05 0.04 0.05
LQM335 10 mg/kg 0.07 0.05 0.05 0.04
LQM335 20 mg/kg 0.06 0.05 0.05 0.04
R1: IFF+ LQM335 5 mg/kg 0.06 0.04 0.05 0.04
R2: IFF+ LQM335 10 mg/kg  0.06 0.03 0.03 0.04
R3: IFF+ LQM335 20 mg/kg  0.04 0.04 0.03 0.03

El indice fue calculado con el numero promedio de EPC encontrados en cada
2000 ENC. Se analizaron al menos 3 laminillas por cada animal, n=>5.

El compuesto LQM335 también mostré un efecto citostatico en

las tres

concentraciones evaluadas, aunque menor que el ocasionado con ifosfamida, ya que los

valores de disminucién de EPC/ENC fueron entre 28.57 y 33.33%. La misma tendencia

ocurrid con Ifosfamida (Figura 41) y LQM335 en conjunto, lo cual sugiere que todos los

tratamientos provocan cierta obstruccién en la generacion de células sanguineas, o bien,

gue la sola manipulacién de los organismos genere un estrés capaz de modificar el

balance de eritrocitos maduros con respecto a nuevos eritrocitos emergidos de la médula

Osea, ya que el efecto se presentd también en el grupo negativo haciendo que

estadisticamente no existieran diferencias significativas entre los grupos experimentales.

Figura 41. Estructura del farmaco de referencia Ifosfamida.

Entre los farmacos antitumorales, la Ifosfamida es un agente alquilante no

especifico para el ciclo celular, que entre sus efectos secundarios puede provocar una

disminucién grave en el numero de células sanguineas, lo cual lo hace un buen control

positivo para esta parte adicional del ensayo de micronucleos. Ademas, la Ifosfamida, al
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igual que la ciclofosfamida, se considera un farmaco mutagénico que debe utilizarse con
precaucion debido a su capacidad de inducir la formaciéon de micronucleos en pacientes
de cancer que lo reciben por periodos mayores a 42 dias (Tates et al. 1994). Se ha
reportado que después de la administracion de este compuesto, los metabolitos activos de
la Ifosfamida alquilan o se unen a muchas estructuras moleculares intracelulares,
incluyendo &cidos nucleicos, por lo que su accion citotéxica se debe principalmente tanto
al enlace cruzado de cadenas de ADN y ARN, como a la inhibicion de la sintesis de
proteinas (Filaxis 1999). Estructuralmente, nuestros heterociclicos no tienen parecido o
relacion con la Ifosfamida, por lo que el tipo de interaccién con moléculas biolégicas es
diferente y de manera importante, no tienen el efecto genotdxico que la Ifosfamida fue
capaz de inducir en los ratones en nuestro estudio y probablemente tampoco tengan los
diversos efectos toxicos que la Ifosfamida provoca en pacientes de cancer que son
tratados con este farmaco, lo que puede considerarse ventajoso para nuestros
heterociclicos.

Hasta este punto, podemos concluir que la amplia variedad de compuestos
heterociclicos ofrece un gran potencial y diversidad de actividades bioldgicas. A excepcion
del compuesto LQM302, nuestros compuestos heterociclicos demostraron ese potencial:
LQM338 como un potente citotdéxico contra células tumorales de CaCu y LQM335, 340 y
338 como antioxidantes.

A continuacion se describen los resultados de las mismas pruebas en el complejo
de cobre LQM402, que se consider6 aparte de los compuestos anteriores por tratarse de
un compuesto coordinado, ya que es el Unico complejo metélico que se evalud y que
ademas se seleccion6 para la segunda y tercer etapa de estudio: A nivel molecular y en el
modelo murino, respectivamente. Esta seleccion se realizo tanto por su selectividad contra
células tumorales como por la importancia y auge que recientemente han obtenido los

complejos de cobre como potenciales compuestos antitumorales.
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8.2 ENSAYOS In vitro REALIZADOS AL COMPLEJO DE COBRE(Il) LQM402

8.2.1 Efecto del complejo de cobre LQM402 en la viabilidad de células de cancer
cérvico-uterino

Se evalué el efecto del complejo de cobre en cuatro diferentes lineas celulares
provenientes de cancer cérvico-uterino: HelLa, SiHa, Ca Ski y C-33 A, asi como en cultivo
primario de fibroblastos humanos no tumorales. De manera general se observd que las
concentraciones por debajo de 50 uM no ocasionaron una importante mortalidad de las
células, ya que en todas las lineas celulares, la viabilidad a esta concentracion mostro
valores mayores al 70%. Sin embargo, la concentracion 100 uM nos permitié definir que la
linea celular HeLa fue la mas sensible al compuesto, seguida por la linea celular Ca Ski
con valores de viabilidad de 19.75 y 36.62%, respectivamente. C-33 A y SiHa fueron
menos afectadas, pues los valores de viabilidad a la concentracion mas alta evaluada
fueron de 51.44 y 57.75%, respectivamente. Las células no tumorales, fibroblastos,
resultaron las menos sensibles al complejo LQM402, con un porcentaje de viabilidad de
66.56% a la concentracion de 100 uM (Figura 42).
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= 40 A
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Figura 42. Efecto citotdxico del complejo LQM402 en lineas celulares de cancer cérvico-uterino.
Porcentaje de viabilidad de células tratadas con diferentes concentraciones del complejo durante
24 h'y determinado con la técnica de MTT. Promedios de al menos 3 experimentos
independientes, cada uno por triplicado y error estandar.

119



Frias GS Resultados y Discusion

Las ICso obtenidas confirmaron que las células HeLa y Ca Ski fueron las mas
sensibles al complejo LQM402, ya que mostraron los valores mas bajos. Las células SiHa,
C-33 A y Fibroblastos tuvieron valores semejantes y cercanos a 200 pM. ElI compuesto
utilizado como control positivo (cis-Platino) mostro valores de ICso menores a los obtenidos
por nuestro compuesto en las células tumorales, pero semejante en lo que respecta a las

células no tumorales (Fibroblastos).

Tabla 7. ICx del efecto citotoxico del complejo LQM402 en células de CaCu.

Linea celular ICs0 (UM) + Error estandar
LQM402 cis-Platino
HelLa 74.74 £ 3.34 18.9+£0.99
Ca Ski 88.53 + 2.64 66.6 + 8.5
SiHa >100 69.92+ 1.25
C-33A >100 64.98 + 6.88
Fibroblastos >100 >100

Concentraciones del LQM402 necesarias para inhibir al 50% de células de CaCu y
fibroblastos normales en 24 h. Promedios y errores estandar de al menos tres
experimentos independientes, cada uno por triplicado.

En esta investigacion se reportan las primeras observaciones del efecto del
complejo de cobre LQM402 en células tumorales, y aunque tanto el cis-Platino como otros
complejos de cobre mencionados en los antecedentes se han reportado como
intercalantes en el ADN, nosotros no hemos realizado pruebas que nos conduzcan a
determinar este fendmeno. Para el caso de cis-Platino, su uniéon al ADN es un mecanismo
de accion detallado, ya que este compuesto fue aceptado por la Administracion de

farmacos y alimentos de E.U.A. desde 1978 (Figura 43).
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Figura 43. Tipos de union del cis-Platino en las bases nitrogenadas del ADN.

Los valores de ICso del complejo LQM402 fueron significativamente mas bajos para
las células HelLa y Ca Ski (<100 uM, p <0.05) que para las otras lineas celulares (>100
UM; Tabla 7), lo que sugiere posibles diferencias en la permeabilidad de la membrana de
las lineas celulares o en el metabolismo del complejo de cobre (Il). Son pocos los reportes
gue mencionan diferencias en la membrana (receptores por ejemplo) y/o permeabilidad
entre diversos tipos celulares (dada por poros o canales), y menos aun entre células de un
mismo tipo como lo son las lineas que hemos utilizado en este trabajo (todas de cancer
cervical, epiteliales y adherentes). Estas diferencias entre lineas celulares al parecer no
estan relacionadas con sensibilidad al complejo de cobre LQM402.

La actividad citotéxica de nuestro compuesto concuerda con reportes que
describen los efectos citotoxicos de complejos de cobre, ya sea introducidos en células
HelLa por nanoparticulas (Harris et al. 2011), o por su efecto directo sobre las células. En
el estudio de Harris y colaboradores (2011), la introducciéon de moléculas con cobre en
células HeLa mediante el uso de nanoparticulas demostré un importante efecto citotoxico
comparado con el uso de nanoparticulas vacias (Figura 44). Ademas, estas
nanoparticulas pudieron ser eficientemente cargadas con diferentes concentraciones del
complejo, lo cual se demostré con el efecto concentracion-respuesta mostrado en los

porcentajes de viabilidad de las células Hela.

121



Frias GS Resultados y Discusion

[

CHLH,

Figura 44. Microscopia electronica de nanoparticulas y estructura del compuesto dinuclear
Cuz(OAC)4(H20)..

Como se menciond previamente, las Casiopeinas® conforman un gran grupo de
complejos de cobre que fueron sintetizados con base en que la incorporacion de un metal
esencial puede reducir la toxicidad, fungir como quelante para favorecer la configuracion
cis alrededor del ion metélico y tener diferentes grados de hidrofobicidad. Estos
compuestos han sido evaluados por diversos autores, sobre diversas lineas celulares
tumorales humanas y murinas y con variadas metodologias. El estudio de algunas
Casiopeinas® evaluadas con ensayo de sulforrodamina B en las mismas lineas utilizadas
en nuestro estudio di6 como resultado que estos complejos pueden incluso ser mas
efectivos que el cis-Platino, con valores de ICso en niveles nanomolares a las 24 h de
tratamiento (Gracia-Mora et al. 2001) Los autores de este estudio mencionan que la
actividad antineoplasica de la Casiopeina llI-l (Figura 45) resultd mas selectiva contra las
lineas de cancer cervical que contra las otras lineas en las que se evaluaron previamente
y que la presencia de glicina en sus moléculas favorece la citotoxicidad, pero que la
actividad es menor contra las células altamente metastasicas de carcinoma de pulmén de
Lewis y las de melanoma B16, lo cual es diferente a nuestros resultados, pues las células
Ca Ski son de origen metastasico y fueron muy similares al complejo LQM402 en

sensibilidad.
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- NO3

Figura 45. Estructura de la Casiopeina lll-I.

Krishnamoorthy y colaboradores en 2012 sintetizaron complejos macrociclicos de
cobalto, cobre y niquel y demostraron su actividad intercaladora en el ADN (Figura 46).
Los compuestos fueron citotéxicos en la linea celular HeLa y no en células normales NIH
3T3, y de ellos, el complejo de cobre mostro ser mas activo que los de Coy Nialas 48 h
de exposicion. Los autores utilizaron concentraciones similares a las nuestras (31 a 125
KUM), pero adicionalmente utilizaron concentraciones de 200 hasta 1000 pM, y aun asi no
obtuvieron porcentajes totales de inhibicion utilizando la técnica de MTT, pues la ICsy de
su compuesto de cobre fue de 173 uM, mientras que la obtenida para cis-Platino fue de
16.4 uM. Podemos decir que este valor para el cis-Platino es semejante al que nosotros
obtuvimos para la misma linea celular (18.9 uM), pero su valor para el complejo de cobre
[Cu(ChH(PPh3)s] es 2.3 veces superior al que nosotros obtuvimos para nuestro complejo
LQM402 (Krishnamoorthy et al. 2012).

O L

~1
G@P@

Figura 46. Estructura del complejo de cobre [Cu(CI)(PPhg)3].

En la Figura 47 se muestran otros complejos de cobre que han mostrado ser
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citotoxicos para las lineas celulares de diferentes tipos de cancer como el de prostata,
higado y leucemia mieloide (Jia et al. 2010, Lakshmipraba et al. 2011), con lo que
podemos establecer que la actividad y selectividad no se presentan estrictamente

asociadas a la estructura.

clo,

Figura 47. Estructuras de los complejos de cobre A) [Cu(MCLH)phen(H,0)] -ClO4 y B) [Cu(phe)(L-
Val) BPEI]CIeH,O evaluadas por Jia et al. 2010 y Lakshmipraba et al. 2011, respectivamente.

En nuestra investigacion, los fibroblastos se utilizaron como un control de células no
malignas humanas y se encontrdé que fueron menos afectadas por LQM402 que las células
tumorales, lo que sugiere una ventaja para este complejo como un farmaco potencial
selectivo contra el cancer. Este resultado es comparable al obtenido en el estudio del
complejo macrociclico de cobre (lI) que evalué Fernandez y colaboradores (2007) a
concentraciones similares (1-100 uM) y por el mismo método en fibroblastos normales V79
de pulmén de hamster chino. Tal estudio informé tasas de supervivencia de células por
encima de 80 % a 50 uM en un periodo de 24 h de incubacion (Fernandes et al. 2007),
mientras que con nuestro complejo los fibroblastos tuvieron un 95.14% de supervivencia a
la misma concentracion y tiempo de incubacion. Por otra parte, en comparaciéon con el
farmaco antitumoral cis-Platino, LQM402 fue menos citotoxico contra células Hela, pero el
valor de la ICsq para los fibroblastos fue mayor que la de cis-Platino, lo que sugiere que

LQM402 fue menos téxico contra estas células normales (Tabla 7).

8.2.2 Alteraciéon en la membrana de células HeLa inducida con el complejo LQM402
Como se describié previamente, el principal efecto que se busca al sintetizar y/o
estudiar un nuevo compuesto con fines terapéuticos antineoplasicos, es la inhibicion o

muerte de células tumorales en una forma eficiente. Recientemente se ha sugerido que el

124



Frias GS Resultados y Discusion

estudio de los cambios biofisicos y morfologicos de las células tratadas con algun agente
de prueba puede ser una importante herramienta para evaluar la actividad antitumoral de
dicho agente. Esto fue propuesto en parte porque muchos compuestos antitumorales
afectan a los microtubulos de las células y por lo tanto alteran sus funciones asociadas a
este sistema como la adherencia y motilidad (Kim et al. 2012).

Cuando una célula entra en el proceso de muerte celular programada (apoptosis),
los primeros cambios detectables aparecen en la membrana. Entre los fosfolipidos que
conforman la bicapa membranal, se ha identificado a la fosfatidilserina (FS) como
indicador de apoptosis temprana ya que, al perderse la integridad de la membrana lipidica,
este fosfolipido cambia su posicién normal en la cara interna de la membrana hacia la cara
externa. Por otra parte, la proteina dependiente de calcio, Anexina V, tiene una gran
afinidad por la fosfatidilserina, por lo que se utiliza acoplada a un fluorocromo para
detectarla mediante citometria de flujo y tener una medida cuantitativa del porcentaje de
células en apoptosis en una suspension de células después de la exposiciéon a algin
tratamiento (van Engeland et al. 1998). Sin embargo, la idea de que la apoptosis era el
anico proceso de muerte con una activa participacion de la célula ha sido reemplazada al
encontrarse que esta participacion ocurre también en otros procesos de muerte celular
como catastrofe mitética y mas aun, al demostrar que varios de esos procesos pueden
incluso compartir caracteristicas o desplazarse de uno a otro (Abend 2003).

Mediante la prueba de deteccion de Anexina V, encontramos que el complejo de
cobre LQM402 induce un incremento de células con FS expuesta a partir de las 6 h,
después de adicionar el complejo a la caja de cultivo con células HeLa. Como controles
negativos se mantuvo una caja con células a las que no se les dio ningun tratamiento y
s6lo fue mantenida con medio de cultivo y una mas fue adicionada con 0.1% de DMSO,
sustancia en la que se disolvio el compuesto y que no mostré un efecto significativamente
diferente sobre las células respecto a aquellas mantenidas en medio. Comparado con
estos controles, la exposicion de células al compuesto LQM402 ocasiond un incremento
dependiente del tiempo en la translocacion de FS en la membrana de estas células. El
complejo LQM402 induce la translocacion de FS en células Hela, lo cual se considera una
caracteristica de muerte celular apoptotica. Si fuera este el caso, LQM402 no induce

necrosis de células HeLa de manera relevante, sino que su actividad letal contra ellas
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podria deberse principalmente a apoptosis, ya que pudimos detectar a la mayoria de
células en los cuadrantes que representan las fases temprana y tardia de este proceso
(Figura 48).

Sin tratamiento DMSO 0.1% cis-Platino 24 h

| 0.19% 2.94% “Tosw 2.81% “Tosa% 35.2%
Pl

3.05%

LQM402 6 h LQM402 12 h LQM402 24 h
T 0.20% . .3.54%-

3.77% 23.33%

.. B8.34% \ . . A%

Anexina V FITC

Figura 48. Efecto del complejo LQM402 sobre la translocacion de fosfatidilserina en células Hela.
En cada grafica, el cuadrante inferior izquierdo representa las células vivas, el inferior derecho
células en apoptosis temprana, superior derecho células en apoptosis tardia y superior izquierdo
células en necrosis. cis-Platino se evaluo a 20 yM 'y LQM402 a 74.74 uM (valores de ICs in vitro).
Porcentajes de un total de 10,000 células.

La mayoria de farmacos contra el cancer ejercen su efecto por induccion de
apoptosis, que es el mecanismo de accion recomendada debido a la ausencia de
respuesta inflamatoria que podria alterar el entorno y células adyacentes a las células
involucradas (Kerr et al. 1994, Mizutani 2007). La apoptosis es un mecanismo importante
de muerte celular que esta implicada en muchos procesos fisioldgicos relacionados con la
homeostasis y es un regulador central de condiciones fisiopatolégicas. Se ha reportado
gue las células cancerosas pueden desarrollar varios mecanismos con los cuales resistir la
muerte celular apoptética, por lo que la resistencia a la apoptosis se considera una
caracteristica del cancer (Hanahan and Weinberg 2011, Ocker and Hopfner 2012). Dado
que la mayoria de nuestras células tratadas estaban en apoptosis temprana, podemos

decir que LQMA402 tiene un potencial similar al de otros complejos de cobre para inducir la
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apoptosis en las células HelLa en tiempos tempranos. Por ejemplo, células de carcinoma
de ovario humano (CH1) y de leucemia murina (L1210) mostraron cambios morfoldgicos
tipicos de apoptosis en el citoplasma (contraccion), en la cromatina (condensacion) y en
los nucleos (fragmentacion del ADN) después del tratamiento con Casiopeina Il (Figura

49) a las 24 h de tratamiento (De Vizcaya-Ruiz et al. 2000).

Figura 49. Estructura de la Casiopeina Il.

Por otro lado, una base de Schiff de cobre(ll) también indujo apoptosis en células
MCF-7 a concentraciones de 20 uM o menos en un periodo de 48 h de incubacion,
determinado con citometria de flujo (Ma Z. Y. et al. 2012), mientras que un estudio del
ciclo celular demostré que complejos de cobre bis (tiosemicarbazona) indujeron apoptosis
y division del ADN en células de carcinoma colorectal HCT116 (Palanimuthu et al. 2013)
(Figura 50). Estos y muchos otros estudios que fueron publicados en la ultima década

confirman que los complejos de cobre son compuestos citotoxicos potenciales.

Figura 50. Estructura del complejo de Cu(ll) [Cu11(5-C1-pap)(OAc)(HZO).ZHZO y formula general
de bis(tiosemicarbazones) derivados de glioxal-bis(4-metil-4-fenyl-3-tiosemicarbazona) evaluados
por Ma Z.Y. et al. 2012 y Palanimuthu et al. 2013.
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8.2.3 Expresién de proteinas asociadas a apotosis en células HelLa tratadas con el
complejo LQM402

El Western blot o Inmunoblot es una técnica analitica que se usa para detectar la
presencia y abundancia de proteinas de interés en una muestra de homogeneizado de
tejido o extractos celulares. Se emplea la electroforesis en gel para separar proteinas
nativas o desnaturalizadas de acuerdo al tamafio molecular o estructura tridimensional del
polipéptido y las proteinas son transferidas a una membrana en donde pueden ser
reconocidas por anticuerpos especificos. Para conocer si el complejo de cobre estaba
induciendo la activacién de otra caracteristica de la muerte celular apoptética, se decidié
determinar la expresién de las caspasas mas comunmente reportadas en la bibliografia.
Para esta prueba se obtuvieron extractos totales de células HelLa tratadas con el complejo
LQM402 y para la deteccion de citocromo C se utilizaron extractos citoplasmicos obtenidos
con el tratamiento con digitonina. De manera general, las caspasas que nos podrian dar
una primer idea de que se estuviera activando la via apoptética extrinseca son la 8 y la 10
que estan involucradas en la apoptosis activada por receptor (Walczak and Haas 2008),
sin embargo, en nuestra evaluaciéon no pudimos observar su activacion. Por otra parte, la
via apoptética intrinseca involucra un mecanismo mas complejo de activacién que requiere
la formaciéon de un complejo que consta de caspasa 9, citocromo C y la proteina Apaf-1
(Malet et al. 2006). Tanto las células control (sin tratamiento y con 0.1% de DMSO) como
las que fueron expuestas al complejo de cobre no mostraron cambios en la expresion de la
procaspasa-9 a través del tiempo de incubacion con el compuesto. También se observo
gue en las células que no recibieron tratamiento, asi como en las que fueron expuestas a
0.1% de DMSO, no hubo presencia de citocromo C (Cit C) en los extractos citoplasmicos.
Sin embargo, con la exposicion al complejo se observé la presencia de Citocromo C
apareciendo su expresion de manera tiempo-dependiente, o que sugiere que el complejo
LQM402 indujo la salida de éste de la mitocondria. Este resultado indica dafio
mitocondrial, el cual ha sido frecuentemente asociado a la activacion de la via intrinseca
de la apoptosis (Caroppi et al. 2009).

En nuestras membranas tratadas con diferentes anticuerpos se pudo observar que
el tratamiento con el complejo de cobre indujo una disminucion en la expresion de la

procaspasa-7 en forma dependiente del tiempo, lo cual indica una posible escisién del
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zimbégeno para originar los fragmentos activos que son capaces de impulsar el proceso
apoptético (Figura 51).

LQM402 74.74 uM - - 3h 6h 12h 18h 24h -
cis-Platino 20 uM - - - - - - - 24h
DMSO 0.1% 24 h
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Figura 51. Efecto del complejo LQM402 en la expresion de proteinas asociadas a apoptosis en
células HelLa expuestas a diferentes tiempos de tratamiento. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 con
repecto al control, n=3.

Inicialmente, nuestros datos indican que la via intrinseca podria estar implicada en
la apoptosis inducida por LQM402, pero la posibilidad de otras rutas o tipos de muerte
celular no deben ser descartados ya que se han observado en respuesta a diferentes
complejos de Cu(ll). Por ejemplo, el tioxotriazol de cobre(ll) (AO) evaluado por Tardito y
colaboradores indujo la muerte celular, después de la activacion de la caspasa-3, pero las
células no mostraron las caracteristicas conocidas de la apoptosis clasica dependiente de
caspasas. Los autores informaron que en la muerte celular inducida por AO participa el
estrés del reticulo endopldsmico y la muerte paraptotica (Tardito et al. 2009). En otro
estudio, células de glioma C6 que fueron expuestas durante 24 h a concentraciones que
van desde 11.23 hasta 22.4 uM de [(4,4'-dimetil-2,2'bipiridina) (acetilacetonato) de
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cobre(ll) nitrato] (CAS IlI-IA) sufrieron muerte celular apoptética. Sin embargo, el
tratamiento con 33.7 a 44.9 uM del mismo compuesto induce hallazgos ultraestructurales
que sugieren que la muerte celular es por autofagia (Trejo-Solis et al. 2012). Estos
resultados dan apertura a nuevos enfoques para evaluar diferentes mecanismos de accion
para nuestro complejo de cobre o de otros compuestos disefiados a base de metales para

la terapia contra el cancer.

La caspasa 3 es, si no la mas importante, una de las proteinas ejecutoras
relevantes en el proceso apoptotico, pues tanto la via extrinseca como la intrinseca de la
apoptosis convergen en esta caspasa (Ying et al. 2011) para ejecutar varios de los
procesos asociados a esta muerte celular programada como son la fragmentacion del
ADN y los cambios morfolégicos observables con microscopia (Janicke et al. 1998). En
nuestros resultados (Figura 52), mientras que 74.74 uM LQM402 no disminuyen la
expresion de las procaspasas-3 y -9 con respecto al tiempo, la incubacién de células HelLa
con 20 uM de cis-Platino indujo la aparicion de fragmentos de 17 y 20 KDa reconocidos
por el anticuerpo anti-caspasa-3, lo cual indica su activacion en las células Hela tratadas
con cis-Platino, pero no con el complejo LQM402. Este resultado concuerda con el reporte
de Yim y colaboradores, quienes observaron la activacion de diversas proteinas en células
HelLa tratadas con cis-Platino, entre ellas las caspasas-3 y -9, Fas y el citocromo C (Yim et
al. 2006), que si bien no se observo el fragmento correspondiente a la caspasa-9 activa, la

disminucién de la procaspasa-9 sugiere la activacion de dicha enzima.

LQM402 74.74 uM - 6h 18h 24h -
cis-Platino 20 pM - - - - 24 h
DMSO 0.1% 24h 24h - - - -
34 kDa
Procaspasa-3
20 kDa
17 kDa

Figura 52. Efecto del complejo LQM402 en la expresion de caspasa-3 en células HelLa expuestas
a diferentes tiempos de tratamiento.
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Por otro lado, 50 uM de los complejos de isatin-diimina de cobre (Il), bis-[(2-0x-
indol-3-il- imino) -1,3-diaminopropano-N, N ', O, O'] cobre (ll) perclorato de ([Cu (isapn)]
(ClO4) 2) y [bis-(2-oxindol-3-il-imino ) -2 - (2-aminoetil) piridina-N,] cobre (ll) perclorato de
N '([Cu (isaepy) 2] (ClO4) 2), también conocidas como Cu (isapn) y Cu (isaepy),
respectivamente (Figura 53), indujeron la expresion de las formas activas de las caspasas
3y 9 después de 24 y 48 h de tratamiento en la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y
(Filomeni et al. 2007).

HHN

MH

Figura 53. Estructuras de los complejos de cobre A) [Cu(isapn)]** y B) [Cu(isaepy).]** estudiados

por Filomeni et al. 2007.

En otro estudio, 11.23 — 22.4 uM de Cas lll-ia indujeron la liberacion de citocromo C
mitocondrial hacia el citoplasma en células de glioma de rata (Trejo-Solis et al. 2012). Este
resultado también es similar a nuestros hallazgos en las células HelLa tratadas con
LQM402, sin embargo, nuestros datos representan soélo investigaciones iniciales de la
posible via de muerte de células HelLa inducida por LQM402, por lo que se requieren
estudios adicionales.

8.2.4 Actividad del complejo LQM402 sobre el radical libre DPPH

El método de DPPH es una manera rapida, facil y econémica de evaluar la
capacidad antioxidante (atrapador de radicales libres o donador de hidrogeno) de diversos
compuestos, extractos o alimentos, entre otros. En esta prueba, al incubar una solucién de
DPPH 100 uM con tres concentraciones de LQM402 (1, 10 y 100 uM), no se observaron
cambios en la coloracion de la solucibn que pudieran indicarnos una actividad

antioxidante. Al leer las muestras en un espectrofotdbmetro, la concentracion mas alta
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evaluada de nuestro complejo (100 uM) redujo al DPPH sélo en un valor cercano al 5%, lo
que impidié obtener una concentracion efectiva 50 (CEsp). Esta actividad fue muy baja
comparando con los controles positivos a-tocoferol y quercetina, los cuales mostraron
valores de reduccion del DPPH de 85.79% a 74.13 uyM y 85.53% a 23.71 uM,
respectivamente. Por lo cual se puede decir que el complejo de cobre LQM402 no posee
efecto antioxidante como atrapador de este tipo de radicales libres (datos no mostrados).

8.2.5 Actividad del complejo LQM402 sobre lainhibicion y produccion de TBARS

Al encontrar que el complejo LQM402 no fue capaz de reducir al DPPH, se utiliz6 la
prueba de inhibicibn de TBARS como otra prueba para conocer su posible efecto
antioxidante, ya que ambas pruebas implican distintas especies de radicales libres. Con
nuestros resultados se observé que el complejo LQM402, a concentraciones entre 5y 20
UM, no inhibe la produccion de TBARS, pero por arriba de esta Ultima concentraciéon y sin
llegar a 100 pM, LQM402 mostrd porcentajes de inhibicién entre 60 y 95% (Figura 54).
Este cambio en su efecto se encuentra a una concentracion cercana a 20 uM, que en la
Figura 54 se denota como un rango muy estrecho de concentraciones en la que nuestro

complejo cambia de actividad.

100 - —u— LQMA402

| —#— Quercetina
gp | —&— o-Tocoferol

50

40 -
20 -

0 4

% de Inhibicion de TBARS

20 4

A0 4

0.1 1 10 100
Concentracién (uM)

Figura 54. Efecto del LQM402 sobre la peroxidacion lipidica inducida con FeSO, en
homogeneizado de cerebro de rata.
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Los controles positivos Quercetina y a-Tocoferol mostraron una inhibicién de
TBARS inducidas con 10 uM de FeSO, dependiente de la concentracion utilizada.
Quercetina alcanza casi el 100% de inhibicion antes de los 5 yM, mientras que a-Tocoferol
inhibe el 80% de TBARS a 100 puM.

Los resultados anteriores nos indicaron que, aunque LQM402 puede tener actividad
antioxidante, también puede mostrar el efecto contrario (pro-oxidante), por lo que se
realizé la cuantificacion de TBARS que induce por si solo el complejo LQM402 (Figura 55).
Con ello encontramos que efectivamente, el complejo es capaz de inducir peroxidacion
lipidica a concentraciones entre 5.62 y 17.78, superando incluso al farmaco de referencia
2,2 -azobis(2-metil-propionamidina) dihidroclorido (AAPH 20 mM).

Este fendmeno de doble actividad que cambia en un rango estrecho de
concentracion se conoce actualmente como hormesis, el cual describe una respuesta
bioldgica favorable, e incluso adaptativa, a dosis altas (y normalmente perjudiciales) del
mismo agente. La hormesis puede constituir uno de los mecanismos que permiten a las
células estresadas evitar la senectud y muerte celular, y por lo tanto, podria tener algun
impacto en la patofisiologia del envejecimiento y/o cancer (Martins et al. 2011). Farmacos
antioxidantes como Resveratrol (Calabrese et al. 2010), Quercetina y Acido cafeico
(Pietsch et al. 2011) han mostrado tener efecto hormético, y aunque se ha reportado que
este efecto puede contribuir a la extension del promedio de vida, puede aprovecharse para
modular la proliferacion de células tumorales al evaluar y dirigir las dosis apropiadas para
el efecto deseado.

La maxima produccién de TBARS, determinado por accion de nuestro complejo, fue
a 10 uM y esto fue semejante a lo obtenido con el control positivo sulfato ferroso (FeSO4
10 uM), por lo que consideramos que LQM402 posee un importante efecto pro-oxidante en

un rango especifico de concentraciones.
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Figura 55. Concentracion de TBARS inducida con diferentes concentraciones del complejo
LQM402 en homogeneizado de cerebro de rata.

Estos resultados pueden correlacionarse con el efecto del LQM402 observado en
los ensayos de citometria de flujo, donde la deteccion de anexina V indica que la
membrana celular ha sido alterada y por tanto el fosfolipido FS se encuentra expuesto en
la cara externa de la misma. Un compuesto pro-oxidante es capaz de inducir peroxidacion
de lipidos (Barrera 2012), por lo cual puede interaccionar y modificar los lipidos en
membranas celulares y de organelos. Asi, el hallazgo de citocromo C en extractos
citoplasmicos de células Hela tratadas con LQM402, también puede asociarse a esta
capacidad de peroxidacion lipidica, ya que como se menciond anteriormente, el dafio en la
membrana mitocondrial induce la salida de citocromo C al citoplasma.

El complejo LQM402 pudo inhibir la actividad pro-oxidante de FeSO,, pero no pudo
actuar como atrapador del radical libore DPPH. Esto sugiere un mecanismo diferente de la
actividad presentada por complejos macrociclicos de cobre (Il) que muestran actividad
atrapadora de radicales libres con valores de CEsp por debajo de 30.82 uM (Fernandes et
al. 2007). En otros estudios, el farmaco anti-inflamatorio acido mefenamico y los
compuestos del ligando azo (E)-4-((1H-1,2,4-triazol-3-il) diazenil) benceno-1,3-diol y (E)-4-
((5-mercapto-1,3,4-tiadiazol-2-il) diazenil) benceno-1,3-diol no ejercieron sus propiedades
antioxidantes al formar complejos con Cu (Il) (Gaber et al. 2013, Kovala-Demertzi et al.
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2009), lo que revela que los ligandos también tienen participacion en la actividad biologica
ademas del metal al que estan unidos. Y aunque en este trabajo no evaluamos la actividad
biolégica per se del ligando, tenemos el antecedente de que posee actividad
antihipertensiva y antiarritmica determinada en un modelo in vivo de ratas hipertensas
(Velazquez et al. 2008).

Citotoxicidad y apoptosis se producen en respuesta a varias causas, entre ellas
excesos de radicales libres u otros productos de la peroxidacion lipidica (Barrera 2012).
Como para la mayoria de los elementos esenciales, un desequilibrio en el cobre endogeno
podria alterar el sistema redox en una célula y causar dafios sistémicos y patologias
(Wang T. and Guo 2006). Por otro lado, mientras que la quelacion de cobre se puede
utilizar como una terapia anti-angiogénica (Hancock et al. 2011, Lowndes and Harris 2004,
2005), los complejos de cobre tales como las Casiopeinas® pueden inducir la
sobreproduccion de ROS y conducir a la toxicidad mitocondrial (Serment-Guerrero et al.
2011). Estos datos sugieren que el complejo LQM402 es capaz de peroxidar lipidos y, por
lo tanto, inducir procesos biologicos relacionados. Por lo tanto, la muerte celular inducida
por el complejo LQM402 y la apoptosis en células HelLa podria ser debido a la
peroxidacion lipidica y/o a productos de la peroxidacion de lipidos. Los metales Cu (ll), Cr
(1), Co (1), Pb (I) y Fe (Il) juegan un papel importante en los procesos redox en los
sistemas bioldgicos y algunos de ellos son inductores de la peroxidacion lipidica por sus
caracteristicas oxidativas en la reaccion de Fenton (Benedet and Shibamoto 2008); por lo
tanto, no es inusual que los compuestos que incluyen estos metales muestran tales
actividades. Algunas Casiopeinas® y otros complejos de cobre pueden generar especies
reactivas de oxigeno (Serment-Guerrero et al. 2011, Trejo-Solis et al. 2012) y esta
actividad se ha asumido como el principal modo de accién detras de la citotoxicidad de los
complejos de cobre (Kowol et al. 2012).

Cu (Il) y otros metales de transicion tales como Mn (II), Mn (lll) y Fe (lll) exhiben
propiedades antioxidantes. Las actividades atrapadoras de radicales libres por parte de
complejos macrociclicos de cobre(ll) se determinaron mediante el sistema xantina-xantina
(Fernandes et al. 2007). Por lo tanto, ensayamos la capacidad de LQM402 para inhibir la
peroxidacién de los lipidos inducida por FeSO, en un intento de determinar si LQM402
tenia actividad antioxidante. Respecto a esto, se encontré6 que LQM402 tiene un efecto

135



Frias GS Resultados y Discusion

aditivo en la produccién de TBARS inducida por FeSO4 a concentraciones de 5.62 uM a
13.34 uM en homogeneizado de cerebro de rata, sin embargo, LQM402 muestra actividad
inhibidora en el intervalo de concentracion de 23.71 a 56.28M (Fig. 54). En conjunto,
nuestros resultados indican que LQM402 tiene ambas actividades: Inductora e inhibidora

de la peroxidacion lipidica.

8.2.6 Actividad genotoxica del complejo LQM402 con la prueba de Ames

Los farmacos con potencial anti-neoplasico y en general cualquier farmaco, deben
ser lo menos toxicos posible para las células sanas, por lo que evaluamos el efecto
genotoxico del complejo de cobre LQM402 en mutantes de la bacteria S. typhimurium de
las cepas TA98, TA100 y TA102. El compuesto se evalud con o sin la adicion del activador
metabdlico S9 debido a que muchos agentes cancerigenos lo son hasta después de pasar
este proceso (Ames et al. 1975). La Figura 56 muestra las colonias revertantes a histidina
(His+) de S. typhimurium a las 48 h de incubacion con el vehiculo DMSO o con diferentes
concentraciones del complejo LQM402 (50, 100, y 200 pM).
El complejo de cobre LQM402 no fue mutagénico en ninguna de las tres cepas utilizadas
en comparaciéon con todos los controles positivos (PA, NMNG, Mit C, 2AA, y CP) con o sin
activador S9, las tasas de mutacidén inducida por los controles positivos fueron varias
veces mas altas (3-64) que la reversion espontanea del control (DMSO). Nuestros
resultados indican que estas dosis de LQM402 no son mutagénicos para las cepas
utilizadas con la prueba de Ames y son similares a los resultados obtenidos en un estudio
de Ames de nuevos complejos de cobre (II) como la quinolinona con base de Schiff que
fueron citotoxicos contra células de hepatocarcinoma humano (Hep-G2 ), pero no
mutagénicos en las cepas de S. typhimurium TA98 y TA100 (Duff et al. 2012). Otros
complejos de cobre evaluados por pruebas de Ames fueron [Cu (fendione) 3] (ClO,) 2-
4H,0 y [Cu (phen) 2 (mal)RH .0, que también fueron citotoxicos contra las lineas
celulares Hep-G2 y de adenocarcinoma de rifion humano (A -498), pero no mutagénico en
las cepas de S. typhimurium TA98 y TA102 (Deegan et al. 2006, Deegan et al. 2007).
Estos resultados sugieren que algunos complejos de cobre pueden afectar con eficacia a

las células cancerosas sin presentar actividad mutagénica.
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Figura 56. Actividad genotoxica del complejo LQM402 en la prueba de Ames. Se utilizaron las
cepas S. typhimurium TA98 (A), TA100 (B) y TA102 (C). Controles positivos: Acido picrolonico
(AP), N-metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina (NMNG), Mitomicina C (Mit C), 2-Aminoantraceno (2AA)
y Ciclofosfamida (CF). EI numero de colonias revertantes a histidina (His") corresponde al
promedio de tres experimentos por triplicado y error estandar. Las lineas punteadas representan el
doble de revertantes espontaneas con (negro, S9+) o sin (rojo, S9-) el activador metabdlico.
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8.2.7 Actividad genotdxica del complejo LQM402 en sangre periférica de ratones
CD1 (Ensayo de Micronucleos)

Para evaluar la actividad genotoxica de LQM402 en un modelo in vivo, se evalud el
namero de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) encontrados en 1000
eritrocitos policromaticos (PCE), de acuerdo con criterios previamente publicados (Fenech,
2000). La capacidad de LQM402 para inducir MNPCE se muestra en la Figura 57, donde
se observa que solo los ratones tratados con el control positivo Mit C tuvieron aumentos
estadisticamente significativos en los numeros de MNPCE a las 48 y 72 h con respecto a
los ratones tratados con el vehiculo (agua de alta pureza). Por lo general, es posible
observar efectos mutagénicos iniciales de agentes inductores de micronucleos a partir de
las 24 h, la cantidad mas alta de MN se presenta a las 48 h y el nivel disminuye a las 72
horas. Esto se observd con nuestro control positivo Mit C, pero no con el complejo de
cobre LQM402.

14 -

12 A

10 - M Control
EMitC

W LQM402 5 mg/kg
[ LQM402 10 mg/kg
[DLQM402 15 mg/kg

O Mit+LQM402 5 mg/kg

Cantidad de EPCMN

O Mit+LQM402 10 mg/kg

O Mit+LQM402 15 mg/kg

Oh 24h 48 h 72h

Figura 57. Efecto genotdxico del complejo LQM402 en sangre periférica de ratones CD1. Numero
de eritrocitos policrométicos con micronucleos (EPCMN) encontrados en sangre de ratones
tratados con diferentes concentraciones del complejo (cada una en una sola dosis) y obtenidos a
24, 48 y 72 h. Promedios de 5 ratones por tratamiento y error estandar.

La Figura 57 también muestra el efecto inhibidor de LQM402 en la formacion de

micronucleos inducida con Mit C cuando el complejo de cobre se administr6 media hora
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después de este farmaco de referencia. Todos los grupos tratados con LQM402 tuvieron
un namero similar de MNPCE tanto antes (0 h) como después del tratamiento (24, 48,y 72
h), con valores medios que van de 2 a 3.6 y no se observaron diferencias significativas
entre los grupos o con respecto al control. Estos resultados demuestran que el complejo
de cobre LQM402 tiene propiedades anti-mutagénicas.

Otra ventaja que nos da la prueba de micronucleos, es que se puede obtener la
relacion de eritrocitos inmaduros policromaticos (EPC) encontrados con respecto a cierto
namero de eritrocitos maduros normocromaticos (ENC). Para ello se contaron 2000
eritrocitos totales y se obtuvieron las relaciones EPC/ENC mostradas en la Figura 58.
Dicha figura nos muestra que a excepcion de los animales tratados con Mitomicina C, el
complejo LQM402 no indujo diferencias en la relacion EPC/ENC al administrarlo solo en
los ratones o junto con Mitomicina C. Un aumento en el valor de EPC/ENC es indicativo de
gue un compuesto de prueba esta siendo citotoxico para las células sanguineas y por lo
tanto requiere que estos sean reestablecidos con células nuevas, que en este caso se
observan como EPC. Esto podemos ejemplificarlo con el efecto que tuvo la Mit C a las 24
h'y 48 h y cuyo efecto disminuyo a las 72 h, en donde ya se ve casi restablecida la
relacion EPC/ENC.
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Figura 58. Indice de eritrocitos inmaduros policroméaticos (EPC) respecto a 2000 eritrocitos
maduros normocromaticos (ENC) en ratones CD1 tratados sélo con LQM402 a diferentes
concentraciones o simultaneamente con Mitomicina C. Promedio de 5 ratones por cada grupo
experimental y error estandar.
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En general, hay pocos estudios de genotoxicidad de complejos de cobre que se
hayan evaluado mediante el ensayo de micronucleos. Una evaluaciéon de micronucleos
inducidos por los complejos de cobre CuL (ClO,4) 2 y Cul (NO3) con el ligando macrociclico
1,1 '-bis (bis-(6,6'-oxymetilenil-2, 2'-bipiridina) binaftilo (L) en cultivos de linfocitos humanos
indic6 genotoxicidad por la induccién de células micronucleadas a una dosis de 0.15
mg/kg durante 24 h y también citotoxicidad por una reduccién en el nimero de células en
esa misma dosis y tiempo (Beynek et al. 2007); no se observaron estos efectos con
nuestro complejo de cobre, incluso a 33-100 veces dosis mas altas. En los informes de las
actividades genotoxicas de otros complejos de cobre, los investigadores utilizan
comunmente los ensayos de fragmentacion de ADN. La mayoria de estos informes
sugieren posibles efectos clastogénico o especies reactivas de oxigeno como los
mecanismos para el efecto mutagénico de los complejos de cobre (Beynek et al. 2007,
Serment-Guerrero et al. 2011, Szyba et al. 1992), sin embargo, debido a que nuestros
resultados no mostraron actividad genotoxica de LQM402 en forma de aumento de
micronucleos en sangre periférica murina, no es probable que las concentraciones
evaluadas indujeran division del ADN. Por lo tanto, la genotoxicidad y citotoxicidad de
LQM402 podrian estar relacionados con un mecanismo de accion diferente al de otros

compuestos de cobre que inducen la escisién de ADN.
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8.3 ENSAYOS In vivo REALIZADOS CON EL COMPLEJO DE COBRE(ll) LQM402

8.3.1 Establecimiento de tumores de cancer cervical en ratones Nu/Nu

Al observar que el compuesto LQM402 fue citotoxico en las células de cancer
cervical, se decidio probar su potencial en un modelo in vivo. Para ello se procedio a
realizar la induccién de tumores en ratones Nu/Nu atimicos utilizando las células que
fueron mas sensibles al complejo (HelLa).

La inoculacién subcutéanea dorso lateral de 1 x 10° células Hela resuspendidas en
medio de cultivo libre de suero fue suficiente para que a los 5-8 dias después de la
inoculacién fuera detectable una pequefia protuberancia. En algunos casos, el tumor no
fue medible en los primeros dias. Tanto el comportamiento de los animales como su peso
no mostraron cambios importantes desde el momento de la inoculacion hasta el dia de
inicio de los diferentes tratamientos. Una vez establecido el tumor (Figura 59), el

crecimiento de éste se observé de una forma exponencial.

Figura 59. Estandarizacion del modelo xenografico de CaCu. A) Inoculacién de células de cancer
cervical humano en ratén desnudo Nu/Nu. B) Tumor xenografico establecido con células HeLa en
raton Nu/Nu.

8.3.2 Evaluacion del complejo LQM402 sobre el desarrollo de tumores

El tratamiento de los ratones desnudos con tumores inducidos di6 inicio en el dia 7
después de la inoculacion con células HelLa (dia 0), tiempo en el que el promedio general
del tamafio de los tumores fue de 0.1 + 0.01 cm?.
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Como se puede apreciar en la Figura 60, el crecimiento del tumor inducido fue muy
rapido en los ratones que soélo recibieron agua estéril como vehiculo (donde se disolvié el
complejo LQM402 antes de cada administracion). Después de 20 dias, el crecimiento de

los tumores inducidos fue, en promedio de 0.84 cm?.

Figura 60. Desarrollo de tumores de CaCu inducidos en ratones Nu/Nu. Aspecto de los tumores
inducidos con células HeLa a los A) 10, B) 13, C) 16 y D) 20 dias después de la inoculacion.

El crecimiento de los tumores inducidos en ratones que recibieron el complejo
LQM402 también fue r4pido y al parecer un poco discontinuo sobre todo en la dosis
intermedia del compuesto (4.05 mg/kg). En la Figura 61 se puede apreciar que en los dias
16 y 20 (las dos ultimas barras de cada conjunto) el crecimiento de los tumores fue menor
en las dos primeras dosis del complejo LQM402 (0.81 mg/kg y 4.0 mg/kg). Este mismo
efecto se observo con la dosis mas elevada de nuestro complejo (8.1 mg/kg), pero en este
caso fue a partir de la medida del tumor en el dia 13 del tratamiento (tercer barra en el
conjunto de dicha dosis).

Comparando con el control tumor + vehiculo, s6lo se observo un efecto inhibidor del

crecimiento con el complejo de cobre a las dosis baja (0.81 mg/kg) y alta (8.1 mg/kg) del
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dia 16 al 20 de tratamiento, esto es, un dia después de que se les administrd la dosis 10
del complejo y un dia antes del sacrificio de los animales.
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Figura 61. Efecto del complejo LQM402 sobre el desarrollo de tumores de CaCu inducidos en
ratones Nu/Nu. *(p <0.05), **(p < 0.01) comparado con el tumor + vehiculo al mismo dia de
tratamiento, n = 10.

La dosis media del complejo de cobre (4.05 mg/kg) no mostro tener efecto
significativamente distinto al grupo de animales tratados con agua estéril, mientras que el
cis-Platino, en el grupo de animales tratados con este farmaco de referencia, mostré su
efecto inhibidor del desarrollo tumoral a partir del dia 13 de la induccién y correspondiente
a solo 6 dias después de que se les administré la dosis Unica de 6 mg/kg. En los dias
siguientes, el tumor de los ratones tratados con cis-Platino no sélo dejo de crecer sino que
tuvieron una disminucion del tamafio llegando incluso a ser menor que aquel en el que se
iniciaron las mediciones (Figura 62) y revirti6 totalmente en un raton de este grupo

experimental.
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Figura 62. Tamafio y aspecto de tumores inducidos en ratones atimicos. Imagenes de un tumor de
ratén que recibio el vehiculo (A) y de uno que fue tratado con cis-Platino (B).

Actualmente es ampliamente conocida la eficacia del cis-Platino en el tratamiento
antitumoral, pero en los primeros estudios realizados a nivel mundial con compuestos de
platino en los que observaron su potencial para inhibir la division celular en bacterias,
diversos investigadores quisieron conocer si los compuestos tenian el mismo efecto sobre
células tumorales de mamiferos sin ser demasiado toxicos para los animales. Asi, con la
sintesis de diversos compuestos de platino, los investigadores determinaron la dosis letal
50 (DLso= 13 mg/kg) e implantaron subcutaneamente tumores de sarcoma 180 en ratones.
A los 10 dias de la implantacion, los tumores habian alcanzado 100 veces su tamafo
inicial, pero pudieron ser reducidos con una administracion Unica de 8 mg/kg de los
compuestos de platino. Entre sus diversos compuestos, el cis-Platino fue el mas efectivo
tanto con la administracion en el dia 1 como en el dia 8, después de la implantacion de los
tumores (Rosenberg et al. 1969). Nuestro modelo fue semejante a este segundo tipo de
administraciéon y pudimos obtener una efectividad similar por parte del cis-Platino a pesar
de que los tumores inducidos son de distinto tipo.

En el modelo de Rosenberg y colaboradores se menciona la regresion total de los
tumores en el dia 36 y que los animales alcanzaron su tiempo de vida normal, ademas de
gue mantuvieron un efecto protector durante 11 meses contra la implantacion del mismo
tipo de tumor. En nuestra investigacion se sacrificaron todos los animales al término del
estudio, pero seria interesante conocer si el complejo de cobre pudiera revertir

completamente el tumor a tiempos mas largos y si el complejo no genera efectos
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secundarios a largo plazo que pudieran impedir que los ratones alcanzaran su tiempo
promedio de vida.

Aunque se han evaluado diversos complejos de cobre con actividad antitumoral in
vitro, son menos los estudios de ellos en modelos in vivo. La casiopeina lll-ia fue evaluada
en un modelo in vivo con células tumorales de colon HCT-15 (1 x 10° células)
transplantadas subcutdneamente a ratones desnudos que fueron tratados con 4 dosis
(una cada 7 dias) de 4 mg/kg de cis-Platino o con 6 dosis (una cada 4 dias) de la
casiopeina lll-ia a las concentraciones de 3.0 o 6.0 mg/kg (Carvallo-Chaigneau et al.
2008). Carvallo-Chaigneau y colaboradores evaluaron el volumen relativo del tumor, dias
en duplicar el tamafio del tumor y el indice mitético para conocer el efecto antitumoral de
su compuesto. En sus resultados, los tumores tratados con la casiopeina lll-ia crecieron
mas lento que los tumores del grupo control, los que mostraron un valor de 3.52
comparado con un volumen de 0.66 cm?® en el grupo de casiopeina Ill-ia en la dosis de 6.0
mg/kg al dia 21 de tratamiento. El grupo control necesit6é 5.1 dias para duplicar el tamafio
del tumor, cis-Platino 5.4 y casiopeina lll-ia 12.2 dias en promedio. En cuanto al indice
mitodtico, los tumores de ratones tratados con casiopeina lll-ia mostraron reducciones de
43.5 y 58% respectivamente en cada una de las dosis utilizadas, comparado con el indice
mitético en los tumores del grupo control. Con sus resultados, los autores sugieren que su
compuesto tiene un efecto antitumoral a través de la inhibiciéon de la proliferacion. En
nuestro estudio in vitro con el complejo de cobre LQM402, los resultados indican que
existe también inhibicion de la proliferacién, lo que podria también relacionarse a la
inhibicién del crecimiento tumoral obtenido en los ratones.

Otros compuestos de cobre evaluados in vivo, son los complejos de cobre con el
ligando Bis(tiosemicarbazona) sintetizados por Palanimuthu y colaboradores, los cuales se
mencionaron previamente porque su actividad citotoxica es inducida por generacion de
especies reactivas de oxigeno. De estos compuestos, el Cu(GTSC) ha demostrado ser el
mas citotoxico en diversas lineas celulares como SiHa, MCF-7, PC-3 y HepG2, por lo que
también se evalué en un modelo in vivo de cancer colorectal inducido al inyectar 5 x 10°
células HCT116. ElI complejo Cu(GTSC) fue administrado diariamente durante 7 dias por
via intraperitoneal. Los tumores del grupo control en el estudio de las

Bis(tiosemicarbazonas) alcanzaron volimenes cercanos a 0.6 cm® en el dia 26 después
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de la inoculacion, mientras que los del grupo tratado con Cu(GTSC) apenas alcanzaron
volimenes de 0.1 cm® al dia 23 y empezaron a disminuir su volumen en dias posteriores
(Palanimuthu et al. 2013), como lo vimos en nuestro estudio con el tratamiento con cis-
Platino, pero no con nuestro complejo de cobre. En las dosis y el tiempo que dur6 nuestra
evaluacion del crecimiento tumoral, el LQM402 s6lo mostré un efecto estadisticamente
significativo para inhibir el crecimiento tumoral inducido con células HeLa comparado con
los tumores del grupo control al dia 20 después de la inoculacién con células, por lo que
no sabemos si después de ese tiempo la inhibicién del crecimiento continla o si puede
existir una reversion de los tumores. Sin embargo, al igual que en la seccion de estudios in
vitro, en resultados posteriores se muestra que el LQM402 presenta actividad antitumoral

detectada con otros ensayos.

8.3.3 Evaluacion del complejo LQM402 sobre el peso de ratones con tumor inducido

Como dato necesario y complementario, es importante llevar un seguimiento del
peso de los ratones en cualquier modelo experimental, sobre todo si éste implica la
administracion de un agente de prueba, ya que se considera que la pérdida de peso es un
indicador de toxicidad (Carvallo-Chaigneau et al. 2008). Durante nuestro modelo de
induccion de tumores y la evaluacion del efecto del complejo de cobre LQM402 sobre el
crecimiento tumoral, se registraron los pesos de los animales durante los dias de

tratamiento, los cuales se muestran en la Figura 63.
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Peso de ratonas Nu/Nu durante el tratamiento con LQM402
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Figura 63. Seguimiento del peso de ratones Nu/Nu con tumor inducido y tratados con LQM402 o
cis-Platino. ***(p<0.001), n=10.

El promedio general del peso de los ratones en el dia que se inicio la administracion
de los tratamientos fue de 24.34 + 1.36 g, mismo que fue incrementando en el transcurso
de los dias hasta alcanzar un promedio de 25.9 + 1.04 g. El Unico grupo que mostro
diferencia significativa (p <0.001) y que disminuyo drasticamente de peso con respecto al
peso de ratones sanos en los primeros dias, luego de la administraciéon de la dosis Unica,
fue el grupo del cis-Platino (Figuras 63 y 64), lo cual refleja la toxicidad de este compuesto
que a pesar de ser altamente efectivo, tiene un uso limitado en la terapia antitumoral
debido a sus efectos secundarios (Jiang et al. 2004). El peso de nuestros ratones tratados

con LQM402 o con el vehiculo no fue estadisticamente diferente al de los ratones sanos.
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Figura 64. Apariencia de ratonas atimicas Nu/Nu al inicio (A) y final (B) del tratamiento con cis-

Platino.

8.3.4 Evaluacion del complejo LQM402 sobre la expresion de genes asociados a
tumor en tejido tumoral de CaCu inducido en ratones Nu/Nu

El posible efecto del complejo de cobre LQM402 para modificar la expresion de
genes fue evaluado mediante la técnica de PCR en tiempo real obteniendo ARN de los
tumores inducidos en ratones Nu/Nu y posteriormente sintetizando ADN complementario
(cADN) por RT-PCR. Se eligio al gen GAPDH como constitutivo debido a su presencia
homogénea y ubicua en casi todos los tipos celulares y considerando la expresién de éste
como la expresion basal; se obtuvo la expresion relativa de los genes estudiados
utilizando el método Ct comparativo (6Ct).

De manera general, se pudo observar que todos los genes evaluados en los
tumores inducidos en ratones que solo recibieron el vehiculo (agua estéril) fueron
sobreexpresados con respecto al gen constitutivo GAPDH y que el efecto del tratamiento
de los tumores con el farmaco de referencia cis-Platino, asi como con las distintas dosis
del compuesto de prueba LQM402, si ejercen un comportamiento diferencial en la
expresion de los genes evaluados, al normalizarlos contra el resultado en los tumores de
ratones tratados con el vehiculo.

El gen p53 tiene una secuencia altamente conservada evolutivamente. Se ha
aislado de peces, anfibios, aves y mamiferos y su homologo en el neméatodo C. elegans ha
sido ampliamente estudiado. Se ha reportado que la proteina producto de este gen se

encuentra en minimas cantidades en tejidos normales, pero que su expresion esti
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aumentada en un amplio nimero de tumores y lineas celulares tumorales, por lo que se
considera que su regulacion es afectada por cambios en el ambiente celular y
acoplamiento con otras proteinas, ademas de su elevada asociacion con mutaciones que
originan cancer (Lane and Benchimol 1990). El gen p53 se reporta como normal en las
células de cancer cervical HelLa, esto es, sin mutaciones. Sin embargo si se describe que
la expresion se encuentra disminuida en estas células. Para considerar que un compuesto
es efectivo sobre el gen p53, se requeriria que lo exprese positivamente si esta disminuido
o que lo inhiba si esta mutado, lo cual no es el caso de las células HelLa. En si, la mayoria
de células de cancer cervical poseen el tipo silvestre del gen p53, pero en ocasiones sus
funciones normales se encuentran alteradas debido a la presencia de la proteina E6 del
virus del papiloma humano. En células tumorales con p53 mutado, se ha observado que
cis-Platino induce apoptosis en células de cancer cervical modificando al ADN y es capaz
de revertir un p53 mutado para restaurarlo a su condicion normal y que sea capaz de
inducir muerte celular (Huang et al. 2004); ademas, cis-Platino puede también promover la
expresion de proteinas que participan en la muerte celular (Yim et al. 2006). En la Figura
65 se observa que el cis-Platino indujo una expresion positiva de 0.88 del gen p53 con
respecto a los tumores inducidos en ratones que solo recibieron el vehiculo. De igual
manera, la dosis mas alta de nuestro complejo (8.1 mg/kg) indujo casi la mitad de la
sobreexpresion de este gen inducida con cis-Platino (0.436), mientras que las dosis baja e
intermedia indujeron una expresion negativa.

Este resultado nos sugiere que el efecto del complejo LQM402 puede, a una
concentracion de 8.1 mg/kg, estar mostrando un efecto semejante al del cis-Platino a una
dosis similar induciendo una expresion positiva del gen p53 como una respuesta a dafio
celular y en un esfuerzo de inducir muerte de las células alteradas, en este caso, las

tumorales.
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p53

Expresion relativa

cis-P | 0.81 mg/kg | 4.0 mg/kg 8.1 mg/kg
0.88 | -2.2616 -1.815 0.4367

Figura 65. Expresion relativa del gen p53 en tumores de CaCu inducidos en ratones Nu/Nu
tratados con cis-Platino (amarillo) y con diferentes concentraciones del complejo LQM402 (verde).

La proteina Ki67 es ampliamente conocida y exclusivamente asociada a
proliferacion celular, por lo que se ha consolidado como marcador tumoral (Bullwinkel et al.
2006). Un estudio realizado para conocer el valor prondstico de Ki67 y p53, revela que su
presencia y la relacion entre estas proteinas pueden ser de mucha significancia para
revelar un mal prondstico en pacientes con diversos estadios de cancer cervical
(Stoenescu et al. 2011). El estudio de este gen y su producto se ha vuelto de gran
importancia tanto por su valor prondstico como por la capacidad de indicar el potencial
proliferativo de un tumor o el efecto inhibidor de un posible farmaco antitumoral.

La Figura 66 nos muestra que, con respecto a la expresion del gen de proliferacion
Ki67 en los ratones con tumor inducido que solo recibieron el vehiculo, tanto el tratamiento
con cis-Platino como con las diferentes dosis del complejo LQM402 indujeron un expresion
negativa de este gen, por lo que podemos decir que las diferentes dosis del compuesto
LQM402 probablemente son capaces de inhibir la proliferacién celular mediada por él, y que
su expresion fue reduciéndose de manera inversamente proporcional a la dosis en los
tumores de ratones tratados con el complejo, aunque la expresién en los tumores de
ratones que recibieron el cis-Platino fue 2.76 veces menor que la expresion negativa

inducida por el complejo de cobre.
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Ki67

Expresion relativa

cis-P 0.81 mg/kg | 4.0mg/kg | 8.1 mg/kg
-6.44 -2.3334 -0.7433 -0.32

Figura 66. Expresion relativa del gen Ki67 en tumores de CaCu inducidos en ratones Nu/Nu
tratados con cis-Platino (amarillo) y con diferentes concentraciones del complejo LQM402 (verde).

Los tratamientos en nuestro estudio si causaron un efecto sobre el gen que codifica
para esta proteina, pues con respecto a la expresion en el tumor que solo recibio el
vehiculo, todos los tratamientos disminuyeron la expresion del gen, siendo el cis-Platino el
farmaco que confirma su efecto inhibidor de la proliferacion. Sin embargo, el hecho de que
el complejo de cobre no alcance los valores de expresion negativa de Ki67 inducidos con
cis-Platino, correlaciona con el bajo efecto que se observé fisicamente en el desarrollo
tumoral, pero tampoco debe descartarse la posibilidad de que otros genes y proteinas
puedan estar involucrados en la inhibicién del crecimiento que el complejo de cobre tuvo

sobre los tumores justo antes de sacrificar a los animales.

Los siguientes genes fueron evaluados en pares porque sus productos han sido
reportados como involucrados en distintas rutas o procesos metabdlicos tumorales. Tal es
el caso de interleucina-6 (IL-6) y la metaloproteinasa de matriz-10 (MMP-10) que se han
sugerido como marcadores de cancer y especificamente de cancer cérvico-uterino
(Vazquez-Ortiz et al. 2005). En la Figura 67 se observa que el tratamiento con cis-Platino

indujo la expresion positiva de IL-6 al igual que 8.1 mg/kg del complejo de cobre LQM402,
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pero en un nivel 3.18 veces mayor, mientras que las dosis baja e intermedia del complejo
indujeron la expresion negativa de este gen en niveles similares.

Los genes IL-6 y MMP-10, que se han reportado como marcadores de cancer
cervical, mostraron expresion diferencial en tumores de ratones tratados con cis-Platino o
con el compuesto LQM402 en las diferentes dosis utilizadas. Sin embargo, es notable el
efecto positivo causado por el farmaco de referencia cis-Platino sobre la expresion relativa.
Vazquez-Ortiz y colaboradores reportan que las células sanas no expresan estos genes,
mientras que en distintas lineas celulares, incluyendo HelLa y muestras de tejido tumoral,
se ha encontrado la presencia de IL-6 y MMP-10.

El producto del gen IL-6 es una citocina pleiotrépica que funciona como mediador
en reacciones inmunoldgicas, pero también como un factor de crecimiento. Se han
encontrado cantidades abundantes de esta proteina en lineas celulares humanas
derivadas de carcinoma de células escamosas y en adenocarcinomas de cuello uterino,
aunque el potencial de expresién no corresponde con el nimero de receptores presentes
en las mismas células (Takano et al. 1996). La presencia de IL-6 puede jugar un papel
importante en la patogénesis del cancer cérvico-uterino, ya que el incremento en su
expresion se ha asociado con lesiones neoplasicas cervicales y a la vez como una citocina
perteneciente también al linaje macréfago, con lo cual se puede correlacionar la expresion
observada con la infiltracibn de macrofagos al tumor. Por otro lado, estudios in vitro
sugieren que esta citocina puede modular la proliferacion tumoral mas en forma paracrina
gue autdcrina (Tartour et al. 1994). De acuerdo a esto, tal vez la expresion relativa de IL-6
no coincida exactamente con la cantidad de la citocina que podriamos encontrar en el
suero de los ratones ya que el efecto del cis-Platino y de la dosis alta del compuesto
LQM402 estaria indicando un fenotipo tumoral mas invasivo. Sin embargo, para IL-6, las
dosis baja e intermedia del compuesto LQM402 no presentan el mismo efecto mostrado
por la dosis alta y el cis-Platino, sugiriendo que una concentracion baja del compuesto
podria estar induciendo la reduccién de IL-6 y por lo tanto, una de las caracteristicas que

identifican al tumor.
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Figura 67. Expresion relativa del gen de IL-6 en tumores de CaCu inducidos en ratones Nu/Nu
tratados con cis-Platino (amarillo) y con diferentes concentraciones del complejo LQM402 (verde).

Las metaloproteinasas de matriz (MMPSs) estan involucradas en la degradacion de
componentes proteicos de la matriz extracelular y por lo tanto juegan un papel importante
en la invasion y metastasis y su expresion esta relacionada a la progresion de canceres
ginecoldgicos (endometrial, cervical o de ovario) (Schropfer et al. 2010). Vazquez-Ortiz y
colaboradores reportaron por primera vez la expresion del gen MMP-10 relacionada con el
cancer ceérvico-uterino debido a su presencia constante en diferentes lineas celulares de
este tipo de cancer y en muestras de biopsias de pacientes con la enfermedad (Vazquez-
Ortiz et al. 2005) por lo que quisimos conocer su comportamiento en los tumores inducidos
en ratones que fueron tratados en LQM402 y cis-Platino.

La expresion relativa de este otro gen marcador de CaCu (MMP-10) fue también
positiva y mayor con el tratamiento de cis-Platino que con el tratamiento con el complejo
de cobre. En la dosis de 0.81 mg/kg de LQM402 hubo una ligera expresion negativa en la
expresion de este gen, la cual, como se observa en la Figura 68, fue incrementandose
conforme se aumentd la concentracion del complejo, pero sin llegar a los niveles de

expresion alcanzados por cis-Platino (1.53 vs. 2.66, respectivamente).
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Figura 68. Expresion relativa del gen de MMP-10 en tumores de CaCu inducidos en ratones Nu/Nu
tratados con cis-Platino (amarillo) y con diferentes concentraciones del complejo LQM402 (verde).

Por su parte, las integrinas son una superfamilia de receptores transmembranales
que forman heterodimeros no covalentes con la unién de sus unidades alfa o beta. Su
importancia radica en su funcion estructural formando puentes entre componentes de la
matriz extracelular y el citoesqueleto para mediar la transduccion de sefiales que
promueven la regulacion de funciones celulares como adhesion, migracion, proliferacion,
apoptosis y diferenciacion, por lo que se ha considerado que su carencia esta asociada a
la disminucion de la proliferacion celular (Benoit et al. 2009).

Con respecto a estos genes involucrados en la adhesion tumoral y metéastasis, el
complejo de cobre LQM402 tuvo poco efecto sobre la expresién del gen de la integrina a8,
la cual fue ligeramente expresada positivamente en la dosis mas baja del complejo (0.81
mg/kg) y fue expresada negativamente en las siguientes dosis. El efecto del cis-Platino
sobre el gen de integrina a8 fue relevante en las muestras de tumores de ratones tratados
con este farmaco, pues la expresion positiva de este gen alcanzo niveles de 3.82 como se
puede observar en la Figura 69. No se encontraron reportes del efecto de cis-Platino o
complejos de cobre sobre este gen o su proteina, pero en nuestros resultados podemos
ver claramente que el efecto de ambos compuestos es muy diferente, pues mientras cis-
Platino induce la expresion positiva del gen, el complejo de cobre casi no tiene efecto

sobre éste. Valdria la pena evaluar la proteina, producto de este gen, mediante otro
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método como western blot para conocer si realmente esta integrina esta formando parte

de los tumores inducidos con células HeLa o mas bien puede ser inducida con cis-Platino.
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cis-P 0.81 mg/kg | 4.0 mg/kg 8.1 mg/kg
3.8233 0.2466 -0.0634 -0.1134

Figura 69. Expresion relativa del gen de Integrina a8 en tumores de CaCu inducidos en ratones
Nu/Nu tratados con cis-Platino (amarillo) y con diferentes concentraciones del complejo LQM402
(verde).

La secrecién de metaloproteinasas de matriz por células cancerosas de cérvix y
ovario tienen una participaciéon importante en la invasion tumoral y metastasis ya que
degradan diversos componentes de la matriz extracelular como colageno, laminina,
fibronectina, elastina y proteoglicanos. Debido a esta actividad en la tumorigénesis, se ha
considerado como un posible blanco terapéutico, pues su blogueo podria reducir la
invasion y metastasis tumoral (Roomi et al. 2010). Se han identificado mas de 20 MMP y
entre ellas, la expresiéon de MMP-9 se ha encontrado que es activada o incrementada por
proteinas oncogénicas en diversos tipos de cancer como cancer de mama, de prostata, de
vejiga y de pancreas (Li et al. 2012). Por lo anterior, conocemos entonces que las células
de CaCu pueden expresar estas proteinas y por ende, poseen el gen MMP-9. La
expresion de este gen en nuestras células HelLa podria estar indicando que el tumor
inducido tiene potencial invasivo que pudo ser inhibido tanto por el efecto del cis-Platino
como por el del complejo de cobre. En el caso particular de este gen, las dosis de 0.81 y
4.0 mg/kg indujeron la menor expresion relativa del gen MMP-9, con lo que podemos decir

155



Frias GS Resultados y Discusion

que estas dosis fueron mas efectivas que 6 mg/kg de cis-Platino u 8.1 mg/kg de LQM402
para inducir la expresion negativa del gen. Pero de manera general, nuestro complejo
tiene potencial para inhibir la agresividad tumoral mediada por MMP-9.

En la Figura 70 se observa que los tratamientos con cis-Platino y las diferentes
dosis de LQM402, indujeron la expresion negativa del gen MMP-9. Tanto el cis-Platino
como la dosis més alta del complejo tuvieron un efecto similar, con una expresion negativa
que no fue mas alla de -1, mientras que las dosis baja e intermedia tuvieron una expresion
negativa cercana a -3. La tendencia en la expresion del gen MMP-9 fue dependiente de la
concentracion del complejo LQM402, siendo mas negativa la expresiéon con la dosis baja 'y

menos negativa con la dosis alta.

MMP-9

0
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cis-P 0.81mg/kg | 4.0mg/kg | 8.1 mg/kg
-0.81 -3.2334 -2.8766 -0.5667

Figura 70. Expresion relativa del genMMP-9 en tumores de CaCu inducidos en ratones Nu/Nu
tratados con cis-Platino (amarillo) y con diferentes concentraciones del complejo LQM402 (verde).

Los miembros de la familia del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
estimulan la proliferacion de células endoteliales vasculares y linfaticas a través de los
receptores VEGFR-2 y VEGFR-3 en muchos procesos fisioldgicos y patolégicos. Entre los
diversos miembros de esta familia, el VEGF-C expresado en tejidos cancerosos tiene una
correlacion positiva con el riesgo de metastasis linfatica en una gran variedad de tumores,
entre ellos, cancer cervical (Ma D. M. et al. 2011). Al igual que los tejidos normales, el

tejido tumoral requiere la aportacion de oxigeno y nutrientes, asi como una via para
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eliminar desechos metabdlicos y dioxido de carbono. Para ello se genera una nueva
vasculatura asociada al tumor mediante el proceso de angiogénesis en donde los
miembros de la familia VEGF son los principales actores (Hanahan and Weinberg 2011).
Durante el crecimiento de los tumores inducidos en nuestro estudio, se hizo notorio
el tamafo de las venas dirigidas al tumor, por lo que sugerimos que en nuestro modelo de
induccion de tumores no so6lo hubo un claro establecimiento del tumor, sino que estos
fueron capaces de promover la angiogénesis. Esto nos llevdo a querer conocer si el
complejo de cobre era capaz de tener un efecto inhibidor de este proceso y por ello
evaluamos el efecto del LQM402 en la expresion del gen VEGF-C. En la Figura 71 se
observa que solo la dosis de 8.1 mg/kg administrada a los ratones indujo una expresion
negativa de este gen, mientras que las otras dosis y el cis-Platino indujeron una expresion
positiva. Este resultado se asemeja al reportado por Peng Dong y colaboradores, quienes
encontraron incrementada la expresion de VEGF-C en ratones con tumores de pulmén
tratados con cis-Platino (Dong et al. 2013). Tanto en nuestro estudio como en el reportado
por Dong se confirma el potencial del cis-Platino para inhibir el crecimiento tumoral, pero
con nuestros resultados podemos decir que este efecto probablemente no se esta dando a

través de la inhibicion de la angiogénesis mediada por VEGF.
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Figura 71. Expresion relativa del gen VEGF en tumores de CaCu inducidos en ratones Nu/Nu
tratados con cis-Platino (amarillo) y con diferentes concentraciones del complejo LQM402 (verde).
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Considerando el avance en el desarrollo tumoral que pudimos observar en nuestro
modelo in vivo, para nosotros era importante evaluar otro posible gen y/o producto
asociado a la angiogénesis que pudiera ser afectado por LQM402, por lo que se evalué la
expresion diferencial del gen de plexina-B1, ya que la inhibiciébn de algun gen, proteina o
via involucrada en este proceso le daria a nuestro complejo un importante valor
farmacoldgico para inhibir o retrasar el desarrollo tumoral.

El término Plexina abarca una amplia familia de receptores transmembranales para
semaforinas. Estas interacciones participan en procesos como extension neuronal,
crecimiento de axones y mantenimiento de redes neuronales, pero otros estudios han
revelado que también se encuentran en la regulacion de la respuesta inmune, sistema
cardiovascular, esqueleto, crecimiento y metastasis tumoral. Se han obtenido resultados
opuestos en diversos tipos de cancer, pues mientras la pérdida de la expresion de plexina-
B1 en cancer de mama correlaciona con un fenotipo mas agresivo, en carcinoma renal, su
regulacion negativa indujo la inhibicion del crecimiento tumoral (Ye et al. 2010). Estudios
clinicos han descubierto la participacion y significancia de plexina-B1 en el cancer
humano. Por un lado, la expresion de este gen implica un papel supresor tumoral en la
oncogeénesis y por otro lado, su expresion en cancer de ovario y mama estéd asociada con
un alto grado de avance tumoral y metastasis hacia los nodos linfaticos (Ch'ng and
Kumanogoh 2010), por lo que la funcion exacta de plexina-B1 en tumorigénesis y
progresion del cancer no esta completamente clara.

En la Figura 72 se observa el efecto del cis-Platino y el complejo de cobre sobre la
expresion del gen de plexina-B1l. La expresion de este gen fue regulado negativamente
por cis-Platino y en menor grado por las dosis baja e intermedia del complejo de cobre
LQM402, aunque el efecto de la dosis de 8 mg/kg de LQM402 sobre los tumores fue
apenas perceptible, éste presenta también expresion negativa, siendo entonces un efecto
dosis-dependiente: A menor concentracion fue mas negativa la expresion del gen de

plexina-B1.
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Figura 72. Expresion relativa del gen Plexina-B en tumores de CaCu inducidos en ratones Nu/Nu
tratados con cis-Platino (amarillo) y con diferentes concentraciones del complejo LQM402 (verde).

Quiang y colaboradores encontraron mediante inmunohistoquimica, western blot y
RT-PCR cuantitativa que plexina-B1 estd sobreexpresada en tejido de céncer cervical
comparada con tejido de cérvix normal y que esta expresion esta significativamente
asociada con la metastasis e invasion tumoral promoviendo la proliferacion, migracion e
invasion de células HelLa en ratones desnudos BALB/c. In vitro, la transfeccion de células
con RNA de interferencia contra plexina-B1 causo reduccion en la velocidad de migracion
celular tanto a un area sin células en caja de cultivo como en placas de invasion (Qiang et
al. 2011).

La expresion negativa del gen de plexina-B1 que nosotros obtuvimos en nuestro
estudio tiene cierta correlacion con el efecto observado en los tumores inducidos, siendo
Mas negativa la expresion en los tumores de ratones tratados con cis-Platino, que a la vez
fueron los tumores que mostraron no soélo la inhibicion del crecimiento sino una regresion.
La expresion negativa del gen de plexina-B1 en los ratones tratados con el complejo
LQM402 fue menor que la del cis-Platino, al igual que el efecto sobre el desarrollo tumoral.
Sin embargo, nuestro complejo de cobre podria tener un efecto inhibidor de la
angiogénesis mas asociado a la inhibicion del gen de plexina-B1, que a la inhibicion del

factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF-C).

159



Frias GS Resultados y Discusion

8.3.5 Evaluacién de muerte celular con la técnica de TUNEL in situ promovida por el
complejo LQM402 en tejido tumoral de CaCu inducido en ratones Nu/Nu

Los tumores obtenidos de los ratones utilizados en nuestro estudio fueron
conservados y procesados para analizar la presencia de muerte celular por apoptosis
utilizando el kit de Roche In Situ Cell Death Detection. Con la técnica de TUNEL,
nucledtidos marcados con fluoresceina son incorporados a los extremos 3"OH libres que
se generan por la fragmentacion de ADN (caracteristica de la apoptosis) mediante la
enzima deoxinucleotidiltransferasa terminal. Un anticuerpo anti-fluoresceina conjugado
con fosfatasa alcalina reconoce dichos nucle6tidos marcados produciendo una reaccién
con substrato que puede ser analizada bajo el microscopio de fluorescencia.

En la Figura 73 se muestran imagenes de la fluorescencia presentada en regiones
representativas de los tumores de CaCu inducidos en ratones Nu/Nu que recibieron o no
los distintos tratamientos. Como control negativo (A) se utilizaron cortes histologicos de
tejido tumoral de ratones que no recibieron ningun tratamiento. Se realizo la técnica de
TUNEL sobre dicho tejido montado sobre laminillas y por lo tanto, s6lo se puede ver la
fluorescencia de fondo o basal en la imagen correspondiente. El control positivo (B) fue
igualmente tejido tumoral de raton que solo recibié agua como vehiculo. Estos tejidos
fueron procesados con la técnica histolégica descrita en la metodologia hasta la etapa de
montaje en las laminillas. La rehidratacion y permeabilizacién fueron parte de la técnica de
TUNEL vy el control positivo tuvo un tratamiento exclusivo de incubaciéon con DNasa. En la
Figura 73 B se observa que este tratamiento ocasiond que se produjera fluorescencia
practicamente en todo el tejido expuesto a la DNasa, confirmando el efecto de esta enzima
para fragmentar el ADN de las células en cualquier estado de diferenciacion. Por su parte,
los tumores de ratonas tratadas con cis-Platino al parecer mostraron fluorescencia
selectiva, pues se observaron pequefias regiones de tejido que no presentaban
fluorescencia, posiblemente fibroblastos o células aun diferenciadas. Este fenomeno se
repitio, aunque de forma méas notoria, en los tumores de las ratonas tratadas con el
complejo de cobre LQM402, por lo que podemos decir que la induccidon de muerte celular
por fragmentacion del ADN por parte del cis-Platino y LQM402 (y probablemente la
mayoria de farmacos) no es uniforme en todo el tejido tumoral, sino que puede estar

siendo selectivo en las células menos diferenciadas, o bien, que la distribucion del
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compuesto tampoco es igual en todo el tumor. Esto no es extrafio puesto que cualquier via
gue esté utilizando el complejo de cobre para infiltrarse en el tumor produciria este tipo de
imagenes sobre todo a tiempos cortos después de su administracion. Probablemente a
tiempos mas largos se podria observar una fluorescencia homogénea en todo el tumor,
tanto por accién del complejo como por un efecto secundario que altere a las células

vecinas.

Figura 73. Apoptosis en tejido de tumores de CaCu inducidos en ratones Nu/Nu. A) Sin
tratamiento, B) Sin tratamiento pero incubado con DNasa, C) tratado cis-Platino (6 mg/kg), D)
Tratado con el complejo de cobre LQM402 a 0.81 mg/kg, E) LQM402 a 4.0 mg/kg o F) 8.1 mg/kg.
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La evaluacion de apoptosis con la técnica de TUNEL se realiz6 en los tumores de 3
ratonas de cada grupo experimental, comparando con el efecto del cis-Platino, los tumores
de ratonas que recibieron las dosis de 0.81 y 8.1 mg/kg de LQM402 mostraron en general
menos regiones que presentaran fluorescencia y el tamafio de dichas regiones fue
variable en todos los tratamientos. Los tumores de ratonas que recibieron la dosis de 4.0
mg/kg mostraron pocas regiones con presencia de fluorescencia, lo cual coincide con el
poco efecto que tuvo esta dosis para inhibir el desarrollo de los tumores.

Los estudios con la técnica de TUNEL reportados en bibliografia son en su mayoria
realizados en células fijadas y pocos en tejido. En nuestra busqueda bibliografica
encontramos al complejo de cobre con el ligando bis(tiosemicarbazona) Cu(GTSC)
evaluado en un modelo xenografico de cancer colorectal en donde se evaluo el efecto en
el crecimiento del tumor como se menciond anteriormente, pero no evaluaron el efecto
apoptético del complejo en el tumor (Palanimuthu et al. 2013). Martin y colaboradores
evaluaron otros aspectos del efecto in vivo del compuesto ®*Cu-DOTA-HB22.7 en un
modelo xenogréafico de linfoma no Hodgkin’s encontrando que ®*Cu-DOTA-HB22.7 tiene
potencial como compuesto radioinmunoterapéutico y que aunque es mas efectivo
administrado en forma intravenosa, su administracion intraperitoneal y subcutanea pueden
lograr efectos similares, la farmacocinética del compuesto en sangre, asi como su
bioacumulacién si tiene variaciones con respecto al tiempo dependientes de la via de
administracion (Martin et al. 2009). Este ultimo estudio, mas que un estudio para comparar
los efectos de nuestro compuesto, nos es Util para considerar que hay muchos otros
fenémenos que podriamos estudiar con el LQM402. Por otro lado, entre las Casiopeinas®,
la casiopeina lll-ia mostro induccion de apoptosis determinada en la periferia de tumores
de colon inducidos con células HCT-15 donde la condensacion de cromatina, separacion
de células picnéticas y formacién de vesiculas fueron contadas en campos observados al
microscopio 6ptico a 40X de amplificacion (Carvallo-Chaigneau et al. 2008), mientras que
nuestro complejo de cobre mostro induccion de apoptosis aparentemente infiltrandose en
el tumor de CaCu inducido con células HelLa evaluada con la técnica de TUNEL y
visualizada en microscopio de fluorescencia.

Debido a que la muerte celular por apoptosis implica cambios morfolégicos,

bioquimicos y moleculares, una sola prueba no es suficiente para concluir la presencia de
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este tipo celular. Sin embargo, s6lo en raras ocasiones se han descrito caracteristicas
morfolégicas de la apoptosis sin la presencia consecuente de fragmentacién de ADN
nucleosomal. Nuestros resultados in vitro e in vivo so6lo pueden sugerirnos la posibilidad de
que el complejo LQM402 esté induciendo muerte celular apoptética pero, por el tipo de
molécula estudiada y la amplia variedad de resultados obtenidos seria recomendable
completar estudios de los tres tipos mencionados para poder tener un resultado
concluyente. Ademas, también deben considerarse estudios posteriores que involucren
marcadores o caracteristicas de otros tipos de muerte celular, principalmente autofagia y

pyroptosis.

8.3.6 Evaluacion del efecto histopatoldgico del complejoLQM402 en ratones Nu/Nu
con tumor inducido

Otro efecto que consideramos importante evaluar fue el efecto que el complejo de
cobre pudiera tener sobre los diferentes 6rganos al ser administrado via intraperitoneal
como tratamiento para el tumor de CaCu inducido en las ratonas Nu/Nu. Para ello se
analizaron cortes histologicos de higado, bazo y rifion, los cuales fueron tefiidos con
hematoxilina y eosina.

Una vez sacrificados los animales y que se procedio a extraer los érganos, se hizo
una examinacion fisica general en la que se observo que todas las ratonas mantuvieron un
aspecto normal en ojos, coloracion y textura de la piel en un tono rosado normal. En
cuanto al comportamiento, la mayoria de los animales tratados tanto con cis-Platino como
con el complejo de cobre LQM402 se mostraron menos activos que los animales del grupo
testigo (sin induccion de tumor y sin tratamiento) y ademas de la notoria pérdida de peso
de los ratones del grupo tratado con cis-Platino, estas ratonas estaban aiun mas pasivas y
permanecian mas tiempo reunidas en alguna esquina de sus cajas de mantenimiento.

A nivel macroscopico, la apariencia de los 6rganos fue normal en las ratonas de los
grupos vehiculo y tratadas con LQM402 comparada con aquella del grupo testigo (Figura
74), pero en el caso de ratonas tratadas con cis-Platino, si se encontraron diferencias. Los
rifones en las ratonas tratadas con cis-Platino tuvieron tamafo, apariencia general y
coloracién normal, pero en algunas ratonas se presentaron pequefias secciones con

puntos blanquecinos en alguno de sus rifiones (Figura 74, B). Los bazos en los ratones del
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grupo cis-Platino fueron ligeramente mas pequefios que los del grupo testigo y vehiculo, y
en 4 de 6 ratonas, estos drganos presentaron secciones con una pérdida de coloracion y
sutiimente abultadas (Figura 74, C). En todos los grupos experimentales se observo
diferencia de tamafo en algunos aparatos reproductores (Figura 74, D y E), pero no se
realiz6 una medicidbn y comparacion estadistica que pudiera indicarnos si existian

realmente diferencias significativas entre cada grupo.

Figura 74. Diferencias macroscopicas entre algunos érganos de ratonas Nu/Nu con tumor inducido
y tratadas o no con cis-Platino. A) Rifiones de raton del grupo tratado con el vehiculo o con B) cis-
Platino; C) Bazo de raton tratado con el vehiculo (izg.) o con cis-Platino (der.); D) Aparato
reproductor de ratén tratado con el vehiculo o E) con cis-Platino.
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Es ampliamente conocido el efecto antitumoral del cis-Platino en el tratamiento de
diferentes tipos de cancer como cervical, ovérico, testicular, de cabeza y cuello o de
células de pulmdén no pequeiias. Desafortunadamente, los principales factores limitantes
para su uso son la neurotoxicidad, ototoxicidad, hiperemetosis, vomito y nefrotoxicidad
(Uehara et al. 2011). Por ello, en nuestro estudio comparamos el efecto del complejo de
cobre LQM402 con el del cis-Platino, con respecto al dafio histolégico que pudiera tener al
administrarlo en las ratonas, pues el hecho de observar algun tipo de dafio y compararlo
con su posible beneficio puede ser la pauta que defina el potencial del LQM402 como
farmaco antitumoral, si este Ultimo compensa el primero, o sea, que los beneficios del
compejo LQM402 sean mayores que los dafios que éste pudiera causar o que esos dafios

puedan ser reversibles.

Al analizar cortes histol6gicos de algunos 6rganos de ratonas de los diferentes
grupos experimentales, se pudo observar de manera general que las ratonas que
recibieron el vehiculo, asi como las que recibieron 0.81 mg/kg de LQM402, no tuvieron
cambios en el higado comparado con las ratonas sanas (Figura 75).

Las diferencias en el tejido hepatico, con respecto al de ratonas sanas, las
presentaron los tejidos de ratonas tratadas con cis-Platino, 4.0 mg/kg de y 8.1 mg/kg de
LQM402. La mayoria de ratonas en esos 3 grupos mostraron incremento en el tamafio de
los hepatocitos, los capilares sinusoides fueron mas evidentes y fue mas comuan observar
células de Kupffer. Las células de Kupffer son macrofagos que se depositan sobre el
endotelio y en la luz del sinusoide y cuya funcién es fagocitar eritrocitos y eliminar toxinas,
bacterias y virus transportados por la sangre (Geneser, 2008). El aumento en la presencia
de estas células en nuestras muestras de tejido hepatico bien podria ser una respuesta
ante la entrada de los compuestos administrados.

El tratamiento con cis-Platino indujo la destruccion células hepaticas, por lo que se
formaron anillos hialinicos alrededor de los ndcleos y hubo una alteracion en la estructura
general (Figura 75), aungue macroscopicamente no se observaron alteraciones en los
higados de animales con tratamiento. Se ha reportado que el cis-Platino exhibe una
amplia distribucion celular pues se difunde rdpidamente en higado, rifidén, intestino, bazo,

glandulas suprarrenales, ovario y testiculos. La acumulacion de este farmaco en tales
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organos presenta ligeras diferencias, pero ni la distribucion ni la acumulacion son factores
gue necesariamente determinen su efecto biologico (Himmelstein et al. 1981, Sklar and
Prochownik 1991).
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Figura 75. Analisis histopatolégico del higado de ratonas Nu/Nu con tumor inducido y tratadas con

el complejo LQM402 y cis-Platino. Microfotografias tomadas a un aumento de 200x.
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Particularmente en el higado, el cis-Platino es rapidamente transformado en
metabolitos no toxicos y solo el 10% del total administrado es eliminado por la bilis (Mistry
et al. 1989) pero a dosis elevadas ha mostrado ser hepatotéxico, lo cual fue demostrado
con la reduccion de los niveles de las enzimas antioxidantes GSH, SOD y CAT en tejido
hepatico de embriones de pollo tratados con cis-Platino (Sudhakar et al. 2010). En
nuestros resultados el efecto hepatotoxico del cis-Platino fue evidenciado con la
mortalidad de algunos hepatocitos y el incremento en nimero y tamafo de los capilares
sinusoides, mientras que el complejo LQM402 indujo un dafio menor en este érgano sin
inhibir la capacidad regenerativa del mismo. En este estudio no evaluamos si el cobre del
complejo LQM402 puede quedar libre del ligante y comportarse de manera independiente,
pero es conocido que este metal puede acumularse en algunos tejidos y que una
sobrecarga en ratas puede inducir anormalidades morfolégicas y peroxidacion lipidica en
mitocondrias de los hepatocitos reduciendo los niveles de glutation e incrementar las
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (Sokol et al. 1993). Nosotros observamos este
efecto, evaluando la peroxidacion que induce LQM402 en cerebro de rata, pero en
estudios posteriores podria corroborarse si este efecto se lleva a cabo en el higado de
nuestras ratonas tratadas con el complejo o si LQM402 no es acumulado y por ello no
observamos dafio severo en el tejido hepético.

Otro 6rgano donde los compuestos quimicos pueden facilmente distribuirse y que
refleja rapidamente algun tipo de dafio es el bazo. Las secciones representativas de los
efectos del complejo LQM402 y cis-Platino sobre este 6rgano en ratonas Nu/Nu con tumor
inducido y tratadas con estos compuestos se observan en la Figura 76.

El bazo es un 6rgano que participa en la circulacion sistémica y filtra la sangre para
eliminar material extrafio y eritrocitos decadentes. Es también un sitio de almacenamiento
de hierro, eritrocitos y plaquetas y un sitio de hematopoyesis en fetos y roedores neonatos.
Como el mayor oOrgano linfoide secundario, contiene alrededor de un cuarto de los
linfocitos del cuerpo e inicia la respuesta inmune a antigenos de transmision sanguinea. El
bazo rara vez es el lugar primario en alguna enfermedad pero, cuando es afectado por
algun dafo sistémico en otro sitio, puede variar su tamafio (generalmente tiende a

aumentar) (Cesta 2006). Nosotros observamos ligeras variaciones de tamafio en este
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organo obtenido de las ratonas con tumor inducido del grupo tratado con cis-Platino, en
donde hubo una reduccién con respecto al de las ratonas sanas (Figura 74). Este efecto
fue reportado previamente en un estudio donde administraron dosis bajas de cis-Platino
(3.6 mg/m?/dia) en ratones Balb/C con ascitis aguda inducida con células de hepatoma H-
22, resultando en bazos claramente mas pequefios que los de ratones del grupo control
tratados con solucion salina (12.63+£0.15 mm vs. 18.57+£0.51 mm, respectivamente) (Wang
Y. et al. 2010). Por su parte, Cheng y colaboradores en 2011 reportaron que el
tratamiento con cis-Platino (3 mg/kg administrado cada 4 dias durante 3 semanas solo o
encapsulado en nanoparticulas) en ratones Balb/C con tumor de ovario inducido no causé
dafios aparentes en este 6rgano (Cheng et al. 2011). En nuestras observaciones al
microscopio fue notorio que los corpusculos de Malpighi (pulpa blanca) en los bazos de
ratonas tratadas con cis-Platino y LQM402 se encontraron de mayor tamafio con respecto
a los observados en las ratonas sanas o aquellas con tumor pero que sélo recibieron agua
como vehiculo (Figura 76). La pulpa blanca estéd constituida de linfocitos, macréfagos y
células del plasma, entre otros componentes, y es un sitio importante para el trafico de
estos tipos celulares (Cesta 2006). Probablemente, el aumento en el tamafio de estas
zonas fue debido a la presencia de los compuestos extrafios en la circulacién y como una
respuesta del 6érgano para filtrar y eliminar el compuesto administrado.

Los bazos de las ratonas de los grupos tratados con LQM402 no mostraron
cambios macroscopicos evidentes con respecto al tamafo, pero microscopicamente,
ademas del aumento en la proporcién de la pulpa blanca, en algunos bazos se observo
gue la pulpa roja se hizo también muy evidente, hubo un incremento de megacariocitos y
esteatosis en gota fina en algunas regiones (principalmente en la dosis de 8.1 mg/kg). Se
ha descrito que el aumento en la pulpa roja puede deberse a hemolisis, por lo que
consecuentemente existe filtracion de células rojas dafiadas a través del sistema reticulo
endotelial del bazo, asi como un proceso hematopoyético para reponer la homeostasis
celular (De Vizcaya-Ruiz et al. 2003). La presencia aumentada de megacariocitos también
obedece a la produccion de células sanguineas, pues estos pueden aumentar en numero
durante el curso de ciertas enfermedades; y aunque se mencionan mas frecuentemente
en médula ésea, también se producen en higado, rifidn y bazo donde son capaces de
producir todos los tipos de células sanguineas en funcién de las sefiales que reciben
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(Stevens 2011), por lo que podemos inferir que el aumento de megacariocitos observado
en bazos de nuestras ratonas, puede estar relacionado con algun dafio ocasionado por el
complejo de cobre a la dosis mas alta que utilizamos (8.1 mg/kg) y que esté requiriendo la
reposicion de células. Se ha reportado que el tratamiento con el complejo de cobre
casiopeina-ll (Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicina)-NO3) administrado en una dosis
Unica de 5 mg/kg y evaluado a las 12 h y 5 dias después de la administracion, causo
reduccion en la relacion pulpa roja/pulpa blanca, incrementd en contenido de eritrocitos y
toxicidad hemolitica. Estas caracteristicas de dafio fueron atribuidas a la generacion de
radicales libres y dafio oxidativo en las membranas celulares como resultado de la
reduccion del cobre(ll) y la posible disociacion del complejo (De Vizcaya-Ruiz et al. 2003).
Tomando en consideracion nuestros resultados de que LQM402 puede ser un inductor de
peroxidacion lipidica, los efectos encontrados en el bazo de las ratonas tratadas con este
complejo pueden tener similitud con los efectos causados por la casiopeina Il. La
esteatosis también estd mejor descrita en higado, pero es posible que ocurra en corazon,
masculo, rifidn y otros érganos. Esta condicidn se refiere a la acumulacion anormal de
grasa en el interior de células parenquimatosas y puede ser causada por anormalidades
en las rutas de eliminacion de grasa (Stevens 2011), lo que coincide con las otras
alteraciones que se presentaron en el bazo de nuestras ratonas tratadas con el complejo
de cobre y considerandolo como o6rgano filtrante y efector de respuestas inmunes en
ratones que carecen de timo.

Finalmente, una condiciébn que puede estarnos confirmando que el complejo de
cobre LQM402 a las dosis de 4.0 y 8.1 mg/kg, asi como cis-Platino (6 mg/kg) inducen
dafio en el bazo y probablemente en otros sitios cuyos eritrocitos 0 células dafiadas son
transportadas por vias sanguineas y desembocan en el bazo, es la presencia de
hemosiderina (Figura 77). Estas estructuras pigmentadas de aspecto granular se forman
por la descomposicion de la hemoglobina y en forma natural se acumulan con la edad,

pero también se presentan en condiciones patoldgicas (Geneser 2000).
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Figura 76. Analisis histopatoldgico del bazo de ratonas Nu/Nu con tumor inducido y tratadas con el
complejo LQM402 y cis-Platino. Microfotografias tomadas a un aumento de 200x.

Se ha demostrado que dosis bajas de cis-Platino en ratones ocasionan la

deposicién de hemosiderina en bazo (Wang Y. et al. 2010), lo cual fue confirmado en
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nuestro tratamiento con este farmaco, pero que también se observd con LQM402 (Figura

Figura 77. Depoésitos de hemosiderina en bazo de ratonas Nu/Nu con tumor inducido. No hay
depositos de hemosiderina en los ratones tratados con el vehiculo (A) pero si después de los
tratamientos con cis-Platino (B) y LQM402 las dosis de 4.0 mg/kg (C) y 8.1 mg/kg (D).
Microfotografias tomadas a un aumento de 200x.

Wang y colaboradores indican que el tratamiento con cis-Platino dafa los eritrocitos
y por consiguiente es causante de anemia. Los eritrocitos dafiados se acumulan en la
pulpa roja del bazo ocasionando la excesiva liberacion de hierro de la hemoglobina
proveniente de eritrocitos fagocitados que fue almacenado como ferritina, posteriormente
degradado parcialmente y finalmente depositado como hemosiderina. A su vez, esto nos
indica que el aumento en la cantidad de megacariocitos encontrados en nuestros cortes de
bazo puede deberse a la necesidad de macréfagos en este érgano para abastecer la
degradacion de los eritrocitos dafiados que se requiere después de la administracion de
los compuestos, ya que los macrofagos juegan un papel relevante en el metabolismo del
hierro reciclando este metal mediante la fagocitosis de eritrocitos dafiados o senescentes
(Wang Y. et al. 2010). Por tanto, podemos decir que las dosis de 4 y 8.1 mg/kg de
LQM402 administrado cada 2 dias en las ratonas con tumor inducido tienen un efecto
similar al de cis-Platino en cuanto a la deposicién de hemosiderina en bazo, lo que sugiere
muerte de eritrocitos. Con este resultado podemos sugerir que la dosis de 0.81 mg/kg de
peso fue mas efectiva para el tratamiento de tumores de CaCu en el modelo xenogréfico,
ya que inhibe el desarrollo de los tumores después de la octava dosis sin generar dafio
histologico hepatico o esplénico en los animales, y a la vez nos exhorta al andlisis de esta

dosis a tiempos mas largos, asi como a posibles modificaciones en la estructura del
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complejo LQM402 para reducir la toxicidad observada a dosis de 4 y 8.1 mg/kg. Por otra
parte, también surge la duda de si la hemosiderina es Unicamente formada por hierro o si
otros metales como el cobre de nuestro complejo pudiera estar ocasionando la formacion
de estos cuerpos.

Con respecto a los rifiones, son drganos importantes del aparato urinario y realizan
funciones diversas. En general, separan sustancias extrafias y la mayor parte de los
productos de excrecion metabolicos del organismo. Bajo su control se encuentran el
equilibrio acido-base y la concentracion de la mayor parte de los componentes del
organismo. En su funcién enddcrina, secretan dos hormonas al torrente sanguineo, la
eritropoyetina, que estimula la formacién de eritrocitos en la médula ésea; y la renina, que
es importante en la regulacion de la presion arterial. De manera general, los rifiones se
componen de un sistema filtrante y un sistema tubular. ElI primero formado por los
glomérulos produce un ultrafiltrado del plasma sanguineo que es modificado durante su
paso a través del sistema tubular donde las células de los tubulos reabsorben
selectivamente sustancias de la luz y secretan otras desde la sangre hacia los tubulos. El
producto final de estos procesos es la orina (Geneser 2000).

Los rifiones han sido objeto de estudio en la quimioterapia debido a que son los
organos en donde se ha notado que, por ejemplo, el cis-Platino causa un efecto toxico
frecuente y es la causa que limita el uso de este farmaco en la clinica (Wang Y. et al.
2010). La toxicidad ocasionada por cis-Platino se adjudica principalmente al dafio de las
células epiteliales del tubulo renal que puede manifestarse como una falla renal aguda o
como una insuficiencia renal cronica (Blachley and Hill 1981). Aproximadamente 25 al 35%
de los pacientes oncogénicos tratados con este farmaco, desarrollan nefrotoxicidad
después de una sola dosis, lo que en muchas ocasiones obliga a una reduccion en la
dosis 0 a la interrupcion del tratamiento (Ries and Klastersky 1986). Los efectos téxicos in
vitro del cis-Platino en células tubulares renales han sido demostrados en numerosos
estudios (Blachley and Hill 1981). En estos modelos, el cis-Platino induce dafios en el ADN
(Leibbrandt et al. 1995, Loskotova and Brabec 1999), disfuncién mitocondrial (Sugiyama et
al. 1989), formaciéon de especies reactivas de oxigeno (Casares et al. 2012, Matsushima et
al. 1998), activacidon de caspasas (Kaushal et al. 2001) y muerte celular por necrosis o por
apoptosis, dependiendo de la concentracién del farmaco (Lieberthal et al. 1996). La

172



Frias GS Resultados y Discusion

necrosis ha sido observada en secciones de tejido renal en pacientes con nefrotoxicidad
por cis-Platino (Ries and Klastersky 1986), pero otros estudios sugieren que la apoptosis
también juega un papel importante en el desarrollo de la falla renal aguda inducida por el
cis-Platino (Lau 1999, Park et al. 2012). En el dafio renal por isquemia aguda, el
mecanismo inflamatorio también parece estar participando de manera importante en la
patogénesis de este proceso (Burne et al. 2001, Sheridan and Bonventre 2000).

En nuestra comparacion histologica del rifion se observo que el complejo de cobre
indujo dafios semejantes a los que ocasiona el cis-Platino (Figura 78). En general, los
riflones de nuestras ratonas que soélo recibieron el vehiculo (agua estéril) mostraron las
estructuras bien definidas y semejantes a las de las ratonas sanas. Corpusculos renales
en donde se aprecian facilmente los polos urinario y vascular. Se identificaron tubulos
distales, proximales y colectores con el espacio luminal visible. Por su parte, tanto el
tratamiento con cis-Platino como con el complejo de cobre ocasionaron la pérdida de
estructura glomerular en donde el polo urinario no podia distinguirse claramente, algunos
glomérulos perdieron espacio urinario, mientras que otros, en su mayoria, presentaron
hialinizacion y en algunos animales esta zona se encontr0 muy ampliada también por la
pérdida de tubulos. Los tubulos perdieron también parte de su morfologia, pues la luz en
muchos de ellos se observé estrecha tanto por un potencial efecto inflamatorio como por
un posible proceso de esclerosis. En los casos de las dosis mas altas del complejo
LQM402 se observé una mayor pérdida de estructura tubular en donde algunos tubulos
tuvieron una luz mas amplia que lo normal, pero parcialmente cubierta por tejido.
Generalmente en los tubulos distales se observa un mayor niamero de nucleos (células) y
un haz pequefio y circular, mientras que los tubulos proximales muestran menor numero
de nucleos y un haz estrellado de mayor diametro que el de los tabulos distales, pero en
los riflones de ratonas que recibieron 4.0 y 8.1 mg/kg de peso de LQM402 se comenzaron
a perder estas caracteristicas que podrian ayudarnos a distinguir cada estructura. Se
observaron pocos tubulos conectores, distinguibles por un mayor diametro y definicion de
uniones celulares. Igualmente, en rifiones de animales tratados con cis-Platino y en
tratados con LQM402, se observo la presencia de eritrocitos en la luz de algunos tubulos y

depdsitos de origen desconocido.
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Figura 78. Analisis histopatoldgico del rifion de ratonas Nu/Nu con tumor inducido y tratadas con el
complejo LQM402 y cis-Platino. Microfotografias tomadas a un aumento de 200x.

El dafio renal inducido con cis-Platino que nosotros observamos histol6gicamente
coincide con las caracteristicas reportadas por Sakhno y colaboradores, quienes

encontraron que cis-Platino induce reduccion en el niumero de células funcionales y
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distrofia renal con alteraciones en practicamente todos los elementos celulares, distrofia
de la region anatomica de los glomérulos y formacion de amplios limenes tubulares
(Sakhno et al. 2013). Como ya se ha mencionado anteriormente, cis-Platino induce
apoptosis en células renales por lo que esto puede estar provocando la reduccion en el
namero de éstas (Zhou et al. 1999) y por lo tanto de los grandes espacios que se
observaron en los cortes de rifidn de animales tratados con este farmaco (Figura 79). Por
ello se propone que algo similar puede estar ocurriendo en los animales tratados con
LQM402, sobretodo con las ultimas dos dosis.

Figura 79. Morfologia alterada de glomérulos y tabulos renales después del tratamiento con cis-
Platino (A) y LQM402 a 4.0 mg/kg (B) y 8.1 mg/kg (C). Microfotografias tomadas a un aumento de
400x.

El dafo de tubulos renales es reconocido como el principal factor patogénico en la
nefrotoxicidad por cis-Platino debido a que este farmaco se acumula en grandes
cantidades en estas células conduciendo a la lesion tubular y muerte de estas células. Sin
embargo, es poco lo que se sabe sobre los mecanismos por los que las células que
constituyen los tubulos asimilan el cis-Platino. Recientemente se ha sugerido que en este
proceso interviene el sistema transportador de cationes organicos presente en la regién
basolateral de las células tubulares renales, especificamente el transportador OCT2. Por
otro lado, el transportador de cobre Ctrl también ha sido implicado en el transporte de
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cis-Platino en células no renales, pues se ha encontrado que el blogqueo de esta proteina
reduce en un 80% la acumulacién del farmaco en levaduras y fibroblastos de raton y que
las células que sobreexpresan Ctrl, particularmente células renales, acumulan niveles
significativos de cis-Platino (Pabla et al. 2009). Si Ctrl es capaz de participar en el
transporte y acumulacion de una molécula metalica como lo es el cis-Platino, con mayor
razon podemos pensar que esta proteina es capaz de transportar nuestro complejo de
cobre LQM402 y, por tanto, ser también motivo de que LQM402 tenga un mayor efecto
sobre las células tubulares del riidn. En estudios posteriores se podria estudiar la

participacion de Ctrl en la entrada y posible acumulacion de LQM402 en células renales.
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9.0 CONCLUSIONES

9.1 CONCLUSIONES DEL ESTUDIO DE ALGUNOS COMPUESTOS HETEROCICLICOS
LQM300

» El compuesto piperidinico LQM338 fue el mas citotdxico contra las lineas celulares
de cancer cérvico-uterino HelLa, SiHa, Ca Skiy C-33 A, con valores de I1Csq de 2.62,
49.0, 91.76 y 0.015 uM, respectivamente. Incluso superando la citotoxicidad del
farmaco de referencia cis-Platino (ICso desde 18.9 hasta 69.92 uM).

» Los heterociclicos LQM302, LQM338 y LQM340 no fueron citotdxicos en

fibroblastos humanos (células no tumorales).

» Con excepcion del compuesto morfolinico LQM302, los heterociclicos evaluados
mostraron capacidad antioxidante como reductores del radical libre DPPH en una

manera cercana o semejante al farmaco de referencia a-Tocoferol.

» El compuesto piperidinico LQM338 mostré importante actividad antioxidante al
inhibir el 95.46% de la peroxidacion lipidica inducida con FeSO,4 a la concentracion
de 10 uM, mientras que el resto de los heterociclicos mostraron porcentajes de

inhibicion menores del 45% a la concentracion de 100 pM.

» Ninguno de los 4 heterociclicos fue mutagénico en las cepas de S. typhimurium
TA98, TA100 o TA102 en la evaluacidbn como compuestos solos o con el activador

S9 por el método de incorporaciéon en la prueba de Ames.
» EIl compuesto morfolinico LQM335 no mostrd actividad genotéxica como inductor de

la formaciébn de microndcleos en sangre periférica al ser administrado en

concentraciones agudas (5, 10 y 20 mg/kg) a ratones CD-1.
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» El compuesto morfolinico LQM335 mostré actividad antigenotdxica inhibiendo la
formacion de micronucleos en sangre periférica de ratones CD-1, al administrarlo
en forma simultanea (5, 10 y 20 mg/kg) con el farmaco de referencia Ifosfamida (60

mag/kg).

9.2 CONCLUSIONES DEL ESTUDIO DEL COMPLEJO DE COBRE LQM402 In vitro

» Las lineas celulares mas sensibles al complejo LQM402 fueron HeLa y Ca Ski, con

valores de ICso de 74.74 y 88.53 uM, respectivamente.

» EIl complejo de cobre LQM402 no fue citotoxico en fibroblastos humanos (células

no tumorales).

» EIl complejo de cobre LQM402 induce cambios en la membrana de células HelLa a
la concentracién de 74.74 uM, pues a partir de las 6 h de tratamiento fue posible
detectar anexina V acoplada a FITC como indicador de la translocacion de
fosfatidilserina hacia la cara externa de la membrana, alcanzando un méaximo de

53% a las 24 h de tratamiento.

» EIl tratamiento de células HelLa con el complejo de cobre LQM402 posiblemente
indujo la activacion de la via intrinseca de la apoptosis, ya que se observo la
disminucién de la procaspasa-7 con respecto al tiempo de incubacion con el
complejo y hubo un incremento de citocromo C en el citoplasma, lo cual es

indicativo de permeabilidad en la membrana mitocondrial externa.

» La proteina ejecutora caspasa-3 no pudo ser detectada en los extractos totales de
células Hela tratadas con 74.74 uM del complejo LQM402, pero si en las células
tratadas con 20 uM de cis-Platino, lo que nos hace sugerir que LQM402 podria
estar induciendo una via de muerte celular diferente a las tradicionales vias de

apoptosis.
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El complejo de cobre LQM402 no presentd actividad antioxidante como atrapador
del radical libre DPPH.

El complejo de cobre LQM402 mostr6 un efecto dual en la inhibicibn de
peroxidacion lipidica inducida con FeSO, en homogeneizado de cerebro de rata,
pues a concentraciones menores a 13.34 uM actia sinérgicamente con el sulfato
de fierro incrementando los niveles de TBARS y a concentraciones mayores de

23.71 uM inhibe la peroxidacion inducida con FeSOs,.

Per se, el complejo de cobre LQM402 es capaz de inducir peroxidacion lipidica en
homogeneizado de cerebro de rata medida como produccion de TBARS en un

rango de concentraciones entre 5.6 y 17.7 uM.

El complejo de cobre LQM402 no fue genotdxico in vitro a las concentraciones de
50, 100 y 200 uM/caja en las cepas TA98, TA100 y TA102 de S. typhimurium, tanto

sin como con el activador metabdlico S9.

La administracion por via intraperitoneal de 5, 10 o 15 mg/kg del complejo de cobre
LQM402 a ratones CD1 no indujo la formacion de eritrocitos policromaticos con
micronucleos (EPCMN) significativamente mayor que aquellos presentes en los
ratones que solo recibieron agua como vehiculo, por lo que se puede decir que no

fue genotdxico in vivo.

Comparado con el farmaco de referencia Mitomicina C (60 mg/kg), el complejo de
cobre LQM402 no indujo cambios en el indice de EPC/ENC en sangre periférica de
ratones CD1 al administarse via intraperitoneal a las dosis de 5, 10 y 15 mg/kg

indicando que no es citotdéxico contra células sanguineas.
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9.3 CONCLUSIONES DEL ESTUDIO DEL COMPLEJO DE COBRE LQM402 In vivo

» LQM402 fue capaz de inhibir el crecimiento tumoral de CaCu en el modelo
xenografico a las dosis de 0.81 y 8.1 mg/kg, pero sin llegar a la reduccién que

produce el cis-Platino.

» LQMA402 produjo una menor toxicidad que el cis-Platino en ratonas desnudas

evaluada con la pérdida de peso.

» El complejo de cobre LQM402 fue capaz de inducir una expresion diferencial en los
genes asociados a tumor p53, Ki67, IL-6, MMP-10, MMP-9, Integrina a8, VEGF y

Plexina B.

» LQM402 indujo fragmentacion de ADN en tejido tumoral de CaCu evaluada con la

técnica de TUNEL in situ, principalmente a las dosis de 0.81 y 8.1 mg/kg.

» A nivel histopatoldgico, el complejo de cobre LQM402 no induce dafio en higado y

bazo, pero si en tubulos renales principalmente a las dosis de 4.0 y 8.1 mg/kg.

» La dosis que resulté mas efectiva para el tratamiento in vivo de tumores de CaCu
en el modelo murino fue la de 0.81 mg/kg, ya que fue la dosis a la que se logro la
inhibicion del tumor al dia 16 de tratamiento y la que produjo menor dafio

histopatoldgico.
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10.0 PERSPECTIVAS

» Ya que los compuestos evaluados de la serie LQM300 (con excepcion del LQM302)
fueron capaces de reducir al radical DPPH y mostraron potencial como inhibidores
de la produccion de TBARS, puede considerarse realizar evaluaciones de estos
compuestos en otros ensayos o incluso algin modelo in vitro como por ejemplo en

células.

» Entre los compuestos evaluados de la serie LQM300, el compuesto piperidinico
LQM335 mostré ser citotdxico contra los fibroblastos humanos no tumorales, lo cual
podria descartar su uso farmacolégico en humanos a pesar de haber funcionado
como un buen antioxidante e inhibidor de la peroxidacion lipidica. Aunque en las
pruebas de Ames y micronucleos este compuesto no mostré ser genotoxico, se
sugiere su evaluacion citotoxica en otros tipos de células sanas asi como con
técnicas adicionales que confirmen o descarten su toxicidad, pues es probable que
su citotoxicidad sea selectiva para este tipo celular. En tal caso, LQM335 podria
tener potencial para afectar otro tipo de células tumorales, por lo que seria

importante evaluar su actividad citotoxica en células de fibrosarcoma.

» Quimicamente, tanto los compuestos LQM300 como el LQM402 mostraron algunos
problemas de solubilidad. En particular, a pesar de que LQM402 pudo disolverse
tanto en DMSO como en agua de alta pureza, este compuesto mostré6 cambios
rapidos en su coloracién al estar disuelto en agua, lo cual sugiere oxidacion. Por lo
tanto, realizar modificaciones quimicas que mejoren la solubilidad y estabilidad de

los compuestos podria ayudar a optimizar su potencial biolégico.

» La efectividad citotoxica mostrada por el compuesto LQM335 lo convierte en un
excelente candidato para realizar otro proyecto de investigacion en el que sea
evaluado en ensayos de muerte celular en las lineas celulares en las que mostro
selectividad y en el modelo in vivo como los estudios que se realizaron para el
complejo de cobre LQM402.
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» Los interesantes resultados relacionados con muerte celular que obtuvimos con el
complejo de cobre LQM402 sugieren que este compuesto de coordinacién puede
estar induciendo apoptosis de tipo intrinseca al causar la liberacion de citocromo C,
disminucidbn en la expresion de las caspasas 7 y 8 y translocacion de
fosfatidilserina. Sin embargo, estas pruebas no son contundentes, ya que se han
reportado otros tipos de muerte celular (descritos brevemente en el marco tedérico)
en los que se presentan los mismos eventos tradicionalmente asociados a
apoptosis. Por ello, es necesario el estudio mas especifico y a diferentes niveles de
la muerte celular programada. Esto es, confirmar o descartar la participacion de
caspasas de cada una de las vias mediante el uso de inhibidores de estas

proteinas.

» Una vez demostrada o descartada la participacion de muerte celular apoptética
inducida por el complejo LQM402 en células HelLa, se propone que se evalluen
marcadores asociados a otros tipo de muerte celular como anoikis y pyroptosis
dado que es posible que no esté actuando un sélo mecanismo de muerte. Ademas,
es importante considerar que otros complejos de cobre han demostrado
citotoxicidad mediante estos tipos de muerte y que no se pudo confirmar
rotundamente la activacion de caspasa 3, en la cual convergen ambas vias de la

apoptosis.

» Considerando que LQM402 no redujo al radical libore DPPH y que mostré un
potencial pro-oxidante, es posible que la liberacion de citocromo C esté relacionada
a esta capacidad del complejo. Por ello se sugiere realizar estudios en donde se
evalle la capacidad de este complejo para inducir EROs, si estos son capaces de
alterar el potencial de membrana mitocondrial y si la liberacion de cit C es debida a

este mecanismo.

» Diversos reportes de otros complejos de cobre mencionan la capacidad de ellos
para inducir fragmentacion de ADN. Por lo cual, estos estudios se vuelven

necesarios para complementar nuestro estudio del complejo LQM402.
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» Con respecto a nuestro estudio in vivo, si bien no observamos una reversion de los
tumores inducidos como la ocasionada con el farmaco de referencia cis-Platino,
observamos que el complejo de cobre LQM402 logré inhibir el crecimiento entre los
dias 13 y 16 de tratamiento. Por lo cual se propone la evaluacion del efecto del
LQM402 sobre el tamafio de tumores de CaCu en este mismo modelo de tumores
inducidos, pero a tiempos mas largos (siempre y cuando el proyecto sea aprobado

por un comité de ética).

» Para confirmar la expresion diferencial de los genes asociados a tumor inducida con
el complejo LQM402, se sugiere la evaluacion de las proteinas producto de estos
genes mediante técnicas como western blot e inmunohistoquimica. Esto a su vez
nos indicaria si el efecto del compuesto se esta llevando a cabo a nivel genémico o

bien podria plantear si éste tiene algun efecto a nivel pos-traduccional.

» Aunque la informacion sobre las caracteristicas y diferencias a nivel de membrana
de las lineas celulares utilizadas en nuestro estudio es reducida, seria interesante
investigar sobre la presencia de la proteina transportadora de cobre Ctrl en las
células HelLa para conocer si ésta tiene participacion en la asimilacion del complejo
de cobre LQM402 como lo hace con el cis-Platino en células no renales. Asi
también como si se presenta el mismo fendmeno de expulsion de este ultimo

compuesto coordinado.

» Por ultimo, para continuar avanzando en las pruebas necesarias que lleven en un
futuro el complejo de cobre LQM402 a estudios clinicos, es importante llevar a cabo
los estudios farmacoldgicos que esto implica, para lo cual deben realizarse pruebas
de absorcion, distribucion y eliminacion en un organismo (ratas principalmente) y de
igual manera, determinar las dosis y vias de administracion adecuadas para el

méaximo aprovechamiento del compuesto.
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Abstract

Cisplatin remains one of the most effective current chemotherapeutic agents; however, meta
complexes synthesis has increased in order to produce new anti-neoplastic drugs with DNA
binding and apoptotic activities in tumor cells and less toxicity for patients. In this study, we
evaluated the cytotoxic activity of anovel copper(ll) complex (LQM402) against cervical cancer
cell lines and found that LQM402 exhibited selective cytotoxicity against HeLa and Ca Ski cells.
FITC-annexin assay and DNA fragmentation indicated that apoptosis could be involved in HelL a
cell death. Caspase 3/7 and cytochrome ¢ analysis by immunoblotting suggest the intrinsic
pathway. LQM402 is alipid peroxidation inductor according to TBARS production.
Additionally, the Ames and micronucleus tests demonstrated non-genotoxic activity for this
compound in Salmonella typhimurium and CD1 mice, respectively. Therefore, LQM402 may be

apromising and safe anti-cervical cancer compound.

Key words: Copper(I1) complex, cervical cancer cells, cytotoxicity, genotoxicity, apoptosis.



1. Introduction

Cervica cancer (CeCa) isacommon malignancy around the world. Thisdiseaseisapublic
health problem in Latin America, where it causes approximately 32,000 deaths in women per
year (Almonte et al., 2010). Because currently used anti-tumor drugs induce toxic side effects
and resistance, it is necessary to research and synthesize new, effective products for the treatment
of advanced tumors that induce fewer negative effects (Zou et al., 2005). Since the discovery of
the standard anti-proliferative drug cisplatin, derivatives such as carboplatin, oxaliplatin, and
other metal complexes have been synthesized and tested for antitumor activities in vitro
(Chitambar and Purpi, 2010;Laine et a., 2012) and in vivo (Chen et al., 2007; Milacic et al.,
2006). The participation of copper in the electron transfer reactions of many cellular processes
and its function as a component of metall oproteinases and enzymes has been considered during
the development of chemotherapeutic drugs (Marzano et al., 2009; Wang and Guo, 2006; Ruiz-
Azuara and Bravo-Gomez, 2010).

Copper, like other trace metals, is essential to proteins that are involved in severa biological
processes, including respiration, metabolism, DNA synthesis, and oxidation-reduction reactions
(Marzano et a., 2009). Copper deficiency or imbalance is associated with severe neurological
disorders, including Alzheimer’s, Parkinson’s (Donnelly et al., 2008), Wilson's, and Menkes
diseases (Wang and Guo, 2006). The chemical characteristics of transition metals provide
opportunities to develop novel metal-based anticancer drugs with different mechanisms of action;
thus, complexes that contain copper or other metals represent a new generation of alternative
antitumor agents (Ruiz-Azuara and Bravo-Gomez, 2010). Casiopeinas® are copper complexes
that were designed on the basis of the antitumor activities of cisplatin and other series of metal
compounds. These compounds were found to be several times more cytotoxic than cisplatin

against some cervical cancer cell lines (GraciasMoraet a., 2001). Various copper complexes are
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also cytotoxic against other types of human cancer cells. A ternary copper(l1) complex of amino-
coumarins with phenanthroline inhibited the growth of PC3 human prostate cancer cells and HL-
60 human myeloid leukemia cancer cells (Jiaet a., 2010). Benzene-1,2-dithiol-modified,
cisplatin-based copper(l1) and zinc(l1) complexes were a'so shown to be cytotoxic against human
cancer cell lines, including Hel.a (human cervical cancer), Hep2 (human laryngeal epithelial
cancer), HepG2 (human liver cancer), and MCF-7 (human breast cancer cells) (Raman et al.,
2010). Treatment with10-deacetylbaccatin thiosemicarbazone alone only arrested the growth of
viable MCF-7 breast cancer cells, while the addition of copper to the same compound induced
notable cell lethality (Murugkar et al., 1999). In recent years, reports on cytotoxic copper
complexes have shown that the mechanism of action is based on DNA intercalation and cleavage
activity (Krishnamoorthy et al., 2011; Lakshmiprabaet a., 2011) or apoptosis induction activity
(Boulsourani et al., 2011; Tardito et al., 2009). In this paper, we evaluated the in vitro cytotoxic
abilities of the copper(l1) complex LQM402 against four human cervical cancer cell lines, of
which HeLa and Ca Ski cells were the most sensitive. DNA ladder and TUNEL fragmentation
assays showed that LQM402 induced DNA cleavage in Hel a cells in atime-dependent manner.
We hypothesize that the cytotoxic effects are related to the pro-apoptotic activity of LQM402, as
detected by annexin-FITC staining and the diminished expression of pro-caspases 3 and 7, as
well as the presence of cytochrome c in cytosolic extracts. Moreover, LQM402 did not induce

mutationsin Salmonella typhimurium and CD1 mice.

2. Material and methods
2.1. Chemistry
The complex (us-Oxo)tetra-ps-acetate{ 4-hydroxi-3,5-bis(morpholinomethyl)} tetra  copper(Il)

(LQM402; Fig.l) was prepared in ethanol with 1.602 g of the ligand 2,6-
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Bis(morpholinomethyl)phenol (Velazquez et al., 2008), 1.081 g Cu(ll) acetate and 0.1 ml
NH4OH. The solution was stirred for 18 h at room temperature. The solvent was discarded and
the precipitate was collected and crystallized (yield: 86%). The resulting green crystals displayed
the following characteristics: formula, CssH72CusO14N4; molecular weight, 1132 g/mol; and

melting point, 198-200°C (unpublished data; in patent processing).

2.2. Culture of cell lines

Four human cervical carcinoma (CeCa) cdll lines, Hel.a, SiHa, Ca Ski, and C-33 A, and primary
non-tumora human fibroblasts (FB) were used. Hel a cells were kindly donated by Teresa
Ramirez-Apan, M.Sc. from the Instituto de Quimica at Universidad Nacional Autonomade
Meéxico (UNAM). SiHa, Ca Ski, and C-33 cell lines were kindly donated by Juan Carlos Gomora,
Ph.D. from the Instituto de Fisiologiaat UNAM. The cells were maintained in Dulbecco’s
modified Eagle medium supplemented with 10% fetal bovine serum (HyClone, Thermo
Scientific, Logan, UT, USA) and 1% antibiotic-antimycotic solution (Gibco, Carlsbad, CA,
USA) in culture flasks at 37°C in a 5% humidified CO, incubator. Semi-confluent cells (70 -
80%) were removed with 0.1% trypsin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), washed twice with
phosphate-buffered saline solution (PBS) that contained 0.2 g KCI, 0.2 g KH,PO,, 8 g NaCl, and
2.16 g NapHPO47H,0 per liter, pH 7.4, centrifuged, and resuspended in media. Separately, 5 x
10% FB, Hel a, or SiHacellsand 8 x 10° Ca Ski or C-33 A cells were deposited 96-well

microplates. The cells were incubated overnight before additional treatments.

2.3. Cell treatment and MTT assay
Cytotoxicity was determined with a standard MTT assay as described by Mosmann (1983). This

assay is based on the reduction of yellow MTT (3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-



diphenyltetrazolium bromide) to formazan by mitochondrial succinate dehydrogenasein living
cells. The resulting purple formazan crystals are dissolved in DM SO and subsequently the
absorbance is measured and related to the absorbance value of formazan produced by untreated
cells. The absorbance val ue of formazan is directly proportional to the number of viable cells
(Cory et a., 1991). Briefly, CeCa cells that had been seeded into 96-well microplates were
treated for 24 h with different concentrations of LQM402 compound (12.5 - 100 uM). Cisplatin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at the same concentrations was used as the positive
control, and media plus 1% DM SO was used as the negative control. Aditionaly, HeLacells
were treated for 48 and 72 h. After treatment, the media was aspirated from the wells and
replaced with medium containing MTT (1 mg/ml), and the cells were incubated for an additional
4 hat 37°C. After incubation and the removal of the MTT media, the formazan crystals were
dissolved with DM SO and the plates were read in a microplate reader (ELx808, Bio-Tek,
Winooski, VT, USA) at 570 nm. All treatments were performed at least three timesin triplicate.
Mean values were obtained and used to cal cul ate the percent viability according to the formula
% viability = (mean O.D. treated cells x 100) / mean O.D. control cells.

The concentration values that caused a 50% cell growth inhibition (1Csp) were calculated from
the dose-effect relationship of each cell line by non-linear regression with Prism 5.0 software

(GraphPad, La Jolla, CA, USA).

2.4. Phosphatidylserine detection by flow cytometry assay

The apoptotic activity of LQM402 was assessed by FITC-labeled annexin V binding and Pl
uptake with the Annexin-V FITC kit (BioVision, Milpitas, CA, USA). According to the
manufacturer’ s instructions, 5 x 10* Hela cells were seeded in DMEM mediawith 10% FBS and

allowed to adhere for 24 h. On the following day, the media was replaced with media that



contained LQM402 at 74.74 uM (8.11 mg/ml) and the cells were incubated for an additional 6,
12, or 24 h. After the treatment, the cells were harvested, washed twice with PBS, suspended in
500 pl binding buffer plus 5 pl annexin V-FITC and 5 pl PI (provided with the kit). The tubes
were gently stirred, kept in the dark on ice for 10 min, and analyzed on a FACScan flow

cytometer (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) (Vermes et al., 1995).

2.5. Cell Death detection by TUNEL assay

The Hel a cell death was detected using the In Situ Cell Death Detection kit, AP version 11.0
from Roche according to the manufacturer instructions with minimal modifications. Briefly,
HelL a cells were seeded in coverslipsinside 6 well plates and treated with 74.74 uM LQM402 for
24, 48, and 72 h. 1% DM SO and 20 uM cisplatin-treated cells (48 h) were the vehicle and
positive control, respectively. After treatments, cells were washed twice with PBS and fixed with
4% paraformaldehyde in PBS pH7.4 and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in 0.1% sodium
citrate for 20 min at 2-8°C. After permeabilization, cells were washed twice with PBS and
covered with 50 pl of the TUNEL reaction mixture and incubated at 37°C for 60 minin a
humidified atmosphere in the dark. Finally, coverslips with cells were rinsed three times with
PBS and placed on slides using the V ectashield® Mounting Media for fluorescence (Vector Labs)

for their observation under a fluorescence microscope in the range of 515-565 nm (green).

2.6. Ladder assay )Detection of DNA fragmentation)

DNA isolation from HelL a cells treated with 74.74 uM for 24, 48, and 72 h was performed using
the new DM SO-SDS-TE method according to Suman et al. 2012. Floating and attached cells
seeded and treated in 100 mm petri dishes were collected and washed with PBS. 100 pl of DM SO

was added directly to the cell pellet and mixed well followed by vortexing. 100 pl of SDS (2%



sodium dodecyl sulphate)-TE (TrissEDTA) buffer (pH 7.4) was added followed by mixing and
vortexing. The resulting solution was centrifuged at 13,000 rpm at 4°C and supernatant was
collected in anew tube. 25 ul of the supernatant for each treatment was loaded on 1.5% agarose
gel and running for 60 min at 100V. 1% DM SO and 20 uM cisplatin-treated cells (48 h) were the

negative and positive control, respectively.

2.7. Western blotting analysis

The expression levels of caspases 3, 7, and 9 and cytochrome ¢ were determined by
immunoassays. Control and 74.74 uM LQM402-treated Hela cells from different time points (3,
6, 12, 18, and 24 h) were washed twice with PBS and total or cytoplasmic extracts were obtained
with RIPA buffer (0.5M Tris-HCI, 1.5 M NaCl, 2.5% deoxycholic acid, 10% NP-40, 10 mM
EDTA) or digitonin, respectively (all from Sigma-Aldrich) at pH 7.4, in the presence of a
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablet (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). All lysis
reactions were performed on an ice bath. Total protein concentrations were determined according
to the Bradford method (BioRad, Hercules, CA, USA). Equal amounts of protein from each
lysate (30 png) were loaded and run on 12% SDS-polyacrylamide gels. The proteins were then
transferred to a nitrocel lulose membrane that was blocked with 5% non-fat milk in 0.1% Tween
20-Tris buffered saline at pH 7.5. After washing, hybridization was performed overnight with
primary antibodies against caspases 3, 7, and 9 and cytochrome ¢ (1:200; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) at 4°C. Horseradish peroxidase-conjugated 1gG secondary
antibodies were a so used (Santa Cruz Biotechnology), followed by detection with an enhanced
chemiluminescence kit (Pierce, Rockford, IL, USA) and autoradiography devel oper film (Kodak,
Rochester, NY, USA). Anti-B-actin was used to ensure equal loading of proteins on the gel

(Montes-Sanchez et al., 2009).



2.8. Ames test

Mutagenicity tests are biological assays used to assess the mutagenic potential of chemical
compounds (Hong et al., 2011). We performed the Ames test on the following set of histidine
auxotrophic Salmonella typhimurium strains: TA100 (hisG46, rfa uvrB pKm101), which can
detect base-pair substitution mutations; TA98 (hisD3502, rfa uvrB pKmZ101), which can detect
frameshift mutations; and TA102 (hisG428, rfa, pQ1, pKm2101), which can detect reactive ROS-
induced DNA damage. The mutagenicity of LQM402 was evaluated in these three strains, with
or without Arochlor 1254-induced rat liver homogenate (S9 mixture), with an incorporation
method as described by Maron and Ames (1983). Three concentrations of LQM402 (50, 100, and
200 uM/plate) were used in the presence or absence of 500 pl of the SO mixture. LQM402 was
dissolved in DM SO at the indicated concentrations and mixed with 100 pl of bacteria culture (1-2
x 10° CFU/mI) in 2 ml molten agar that was subsequently added to minimal agar of Vogel
Bonner plates with 0.5 mM histidine/biotin. The plates were incubated for 48 h at 37°C and the
histidine (His") revertant colonies that had formed were counted with a Fisher colony-counter.
For a positive Ames test result, the tested chemical must induce twice as many His' revertants as
are obtained by spontaneous reversion (Ames et a.,1975; Szyba et a., 1992). The positive
controls used in this test were picrolonic acid (PA) at 50 pug/plate, N-methyl-N"-nitro-N-
nitrosoguanidine (NMNG) at 10 pg/plate, mitomycin C (Mit C) at 10 ng/plate, 2-

Aminoanthracene (2AA) at 10 pg/plate, and cyclophosphamide (CP) at 500 pg/plate.

2.9. In vivo micronucleus test
Micronucleus tests detect undamaged chromosomes that were not pulled to the appropriate pole

of the spindle due to a missing centromere and chromosomal fragments that were not



incorporated into daughter cell nuclel at mitosis (Schmid, 1975). For this test, we used CD1 male
mice (25 - 30 g) that were obtained from Rismart, Mexico. Mice were maintained according to
the Mexican office of regulations for the production, care, and use of laboratory animals (NOM-
062-Z00-1999) and the protocol approved by the Ethics Committee of the National School of
Medicine and Homeopathy of Mexico (Registration No. ENMH-CB-010-2011). The mice were
kept in an animal room at 25 + 2°C, 50 + 5% humidity, and under a12 h: 12 h light-dark cycle.
Mice were fed a standard diet (Purina, Cuautitlan, Mexico) and water ad libitum. Treatment
groups consisted of five mice that were each subjected to one intraperitoneal injection. Micein
the control group (vehicle) received sterile water, mice in the positive control group received 60
mg/kg Mit C, and mice in the treatment groups received 5, 10, or 15 mg/kg LQM402 dissolved in
sterile water. The same doses of LQM402 were also administered to mice that had received 60
mg/kg Mit C 30 min earlier with the objective of determining the anti-mutagenic potential of
LQM402. Peripheral blood smears from the mouse tails were obtained before the treatments and
at 24, 48, and 72 h after the treatments. The smears were stained with Giemsa solution (Sigma-
Aldrich) in phosphate buffer solution (0.6 M, pH 6.8). To estimate the number of micronucleated
polychromatic erythrocytes (MNPCE), 1000 polychromatic erythrocytes (PCE) were scored per
smear (Diaz Barrigaet al., 1999) and the ratio of PCE was estimated from 2000 erythrocytes. The
values obtained from LQM402 or Mit C treated animals were compared to those obtained from

control animals.

2.10. Lipid peroxidation induction
Evaluation of reactive species formation is frequently used to measure the antioxidant or pro-
oxidant activitiesin severa types of samples. Because the malondialdehyde and similar

compounds produced vialipid peroxidation reactions with thiobarbituric acid, this test is named
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thiobarbituric acid reactive species (TBARS) (Cathcart et a., 1991). For this assay, we used adult
male Wistar rats (200 + 50 g) that were provided by the Institute of Cellular Physiology-UNAM
and maintained at 25 + 2°C and 50 + 5% humidity under a12 h:12 h light-dark cycle. The rats
were fed a standard diet and water ad libitum. For rat brain homogenate preparation, the animals
were sacrificed with CO, according to the officia protocols previously mentioned to avoid
unnecessary pain. Whole brains were rapidly dissected and homogenized in PBS to produce a
1/10 (w/v) homogenate. The homogenate was subsequently centrifuged for 10 min at 3400 rpm.
The protein content in brain supernatant solutions was measured with Folin and Ciocalteu’'s
phenol reagent and the solutions were adjusted with PBS solution to 2.66 mg/ml protein
(Dominguez et a., 2005).

All lipid peroxidation experiments were conducted in an ice bath. Briefly, 375 ul of brain
supernatant solution and 50 pl of 20 uM EDTA were added to 1.5 ml tubes. Next, 25 ul of
LQM402 dilutions in DM SO to different concentrations (1 — 100 uM) or DM SO only for control
were added to the tubes. The samples were incubated at 37°C for 3 h with constant shaking. After
the incubation, 500 pl of TBA solution (0.5% TBA in 0.05 N NaOH and 30% trichloroacetic acid
at al:1 ratio) were added to each mixture and the samples were cooled on ice for 10 min,
centrifuged at 10,000 rpm for 5 min, and incubated at 90°C for 30 min. After cooling at room
temperature, the sample absorbances were measured at 540 nm in a microplate reader (ELx808,
Bio-Tek, Winooski, VT). Additionally, control experiments to test the induction of lipid
peroxidation were conducted in the presence of rat brain homogenate to give a basal reading or
20 mM 2,2 -azobis(2-mehtyl-propionamidine) dihydrochloride (AAPH) or 10 uM ferrous sulfate

(FeSO,) to give positive control readings; the latter condition was incubated for 1 h.

2.11. Antioxidant assay
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The scavenging activity of LQM402 was measured by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
method. DPPH is a stable free radical that can be reduced in the presence of freeradical
scavengers, upon which it converts from its original violet color to yellow (Waffo Teguo et al.,
1998). Separately, three concentrations of LQM402 (1, 10, and 100 uM) that had been dissolved
in ethanol from a20 mM stock DM SO solution were allowed to react with the stable free radical
DPPH (100 pM) for 30 min at room temperature in the dark. Each dilution was tested in
triplicate. The reaction absorbances were measured at 515 nm with a microplate reader (ELx808,
Bio-Tek, Winooski, VT). The percent radical scavenging activity (YoRSA) for each sample was
calculated in comparison with the DM SO-treated control group according to the following
equation:

% RSA = 100 - [(absorbance of test compound / absorbance of control) x 100]

2.12. Statistical analysis

Data were presented as the mean £ standard error. For comparisons of treated groups against a
control group, two-way ANOV A and Bonferroni post-tests were conducted for data analyses
when applicable. Significance was set at p <0.05, p < 0.01, or p < 0.001, depending on the

experiment.

3. Results and discussion

3.1. LQM402 is cytotoxic against CeCa cells in a concentration-dependent manner

The anti-neoplastic drugs that are generally used to treat CeCa cause serious side effects and
generate resistance, indicating a need for safe aternatives to treat this disease. Cis-
diaminedichloroplatinum (I1) (Cisplatin) is still one of the most effective current

chemotherapeutic anti-tumor agents. In response, several metal complexes have been synthesized

12



with the intent to produce new anti-neoplastic compounds that include metals such as gallium,
gold, nickel, copper, and zinc (Frezzaet a., 2010; Laine and Passirani, 2012). Herein we tested
the new copper(I1) complex LQM402 against the Hel a, Ca Ski, SiHa, and C-33 A cervica
cancer cell linesto determine the potential anti-tumor effects. Our datain Fig. 2 show differential
concentration-dependent cytotoxic activitiesin the cell lines at 24 h. At the highest concentration
(100 uM), viability decreased as a function of the tumor cell line as follows: SiHa (57.75%), C-
33 A (51.44%), Ca Ski (36.62%), and Hel.a (19.45%); these data indicate that HelL a cells were
the most sensitiveto LQM402. In al of the cell lines, cytotoxic activity was not observed at
LQM402 concentrations below 25 uM; however, at concentrations ranging from 50 to 100 uM, it
caused adramatic loss in viability of al CeCacell lines except for the SiHaline. The LQM402
ICso values were significantly lower for HeLaand Ca Ski cells (<100 uM; p < 0.05) than the
other cell lines (>100 uM; Table 1), suggesting likely differences in membrane permeability or
metabolism of the copper (1) complex among the cell lines. The cytotoxic activity of our
compound is in agreement with reports describing the cytotoxic activities of copper complexes
introduced into HelL a cells by nanoparticles delivery vectors (Harris et d., 2011), aswell as
Casiopeinas® evaluated by sulforhodamine b assay in the same CeCa cell lines used in our study
(GraciasMoraet a., 2001; Krishnamoorthy et al., 2011, 2012). Other tested copper complexes
have showed being cytotoxic to cell lines from different types of cancer such as prostate, liver,
and myeloid leukemia (Jiaet a., 2009; Lakshmiprabaet a., 2011; Hammud et al., 2008). In this
study, fibroblasts were used as a nhon-malignant human control cells and were found to be less
affected by LQM402 than tumor cells, suggesting an advantage for this complex as a potential
selective anticancer drug. Thisresult is comparable to those obtained in another study of
macrocyclic copper(I1) complexes that were evaluated at similar concentrations (1-100 uM) and

by the same method in normal V79 Chinese hamster lung fibroblasts; that study reported cell
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survival rates above 80% at 50 UM in a 24 h incubation, while our complex induced 95.14%
survival at the same concentration and incubation time (Fernandes et al., 2007). On the other
hand, compared with the antitumor drug cisplatin, LQM402 was less cytotoxic against HeL a
cells, however, the 1Csp value of LQM402 for non-tumoral fibroblasts was higher than that of
cisplatin, which suggests that LQM402 was less toxic against these normal cells (Table 1).
Because of the selectivity of LQM402 for Hel a cells, we tested the cytotoxicity of copper
complex inthiscell lineat 48 and 72 h and compared with cisplatin treatment at the same times.

The obtained 1Cgy values are showed in Table 2.

3.2. LQM402 induces phosphatidylserine residue externalization on HelLa cells

Most anticancer drugs exert their effect by apoptotic induction, which is the recommended action
mechanism due to the lack of an inflammatory response (Mizutani, 2007; Kerr et al., 1994).
Apoptosisis an important mechanism of cell death that isinvolved in many physiologic
processes related to homeostasis and is a central regulator of pathophysiological conditions.
Cancer cells have been reported to develop several mechanisms with which to resist apoptotic
cell death, and resistance to apoptosisis considered a hallmark of cancer (Hanahan and
Weinberg, 2000, 2011; Ocker and Hopfner, 2012). To determine whether the inhibitory effects of
LQM402 on Hel a cell viability resulted from apoptosis, we measured apoptotic processes by
annexin V-FITC staining and propidium iodide (PI) accumulation, based on the early apoptotic
phosphatidylserine residue flip from the inner to outer surface of the cytoplasmic membrane, and
analyzed cdll staining by flow cytometry (van Engeland et al., 1998; Vermeset a., 1995). Fig. 3
shows that a concentration of 74.74 uM LQM402 was able to induce time-dependent apoptosisin
Hel a cells, with frequencies of 10.96% and 51.44% apoptotic cells at 6 and 24 h, respectively,

compared with 5.86% apoptotic cells at 24 h in cells treated with 0.1% DM SO-treated; this
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finding was consistent with our previous |Csy data. At 12 h, nearly half of the LQM402-treated
apoptotic HeLa cellswere in early apoptosis, with the remainder in late apoptosis. At 24 h, 3.77%
of the treated cells were |abeled only by propidium iodide (necrosis) and the rest of cells were
stained by both annexin V and PI (late apoptosis), which indicates that the cells have lost
membrane integrity (Cal et a., 2002). Because most of the treated cells were in early apoptosis,
we can say that LQM402 has a similar potential as other copper complexes to induce apoptosisin
Hel acells at early time points. For example, human ovarian carcinoma (CH1) and murine
leukemia (L1210) cells exhibited typical morphologica changesin the cytoplasm (shrinkage),
chromatin (condensation), and nuclei (DNA fragmentation) after treatment with Casiopeina® I
for 24 h (De Vizcaya-Ruis et a., 2000). A Schiff base copper(I1) aso induced apoptosisin MCF-
7 cells at concentrations of 20 UM or lessin a 48 h incubation, as determined with flow
cytometry (Maet a., 2012), and a study of the cell cyclein HCT116 cells demonstrated that
copper bis(thiosemicarbazone) complexes induced both apoptosis and DNA cleavage in those
cells (Palanimuthu et al., 2013). These and many other studies that were published in the last

decade confirm that copper complexes are potentia cytotoxic compounds.

3.3. LQM402 induces DNA fragmentation in HeLa cells

It is known that programmed cell death or apoptosisis the most common form of cell death and
that this process is associated with DNA cleavage (Kroemer et al. 2009). Therefore, to evaluate if
the copper complex LQM402 was able to induce DNA cleavage, we perform TUNEL and DNA-
ladder assays with LQM402- treated HelLa cells at the ICsp value obtained in these cellsat 24 h
(74.74 uM) for 24, 48 and 72 h incubation times. In the TUNEL assay, we found DNA cleavage
labeling in atime-dependent manner (Fig. 4). The amount of cell showing DNA cleavage

induced by LQM402 at 72 h was similar that the induced by the positive control cisplatin;
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however, it seems that the morphology or DNA fragmentation pattern observed in some
LQM402-treated cellsis different from the cisplatin-treated cells. The TUNEL reaction
preferentially labels DNA strand breaks generated during apoptosis; nevertheless, DNA cleavage
can be incomplete in some forms of cell death or may occur in random form in late stages of
necrosis (Zong and Thompson 2006). Inthe DNA-ladder assay, we observed DNA degradation
in LQM402-treated cells at all the times tested compared with the control cells generating DNA
fragments approximately of 600 bp. Cisplatin treatment at 24 h induced similar DNA fragments
at 48 h (600bp) as LQM402 treatment, meanwhile approximately 100, 600, and 400 bp fragments
were generated (Fig. 5). Several copper complexes with different structural features have been
shown to bind double-helical DNA and to promote double-strand DNA damage, this activity is

mainly associated to their ability to induce or to generate freeradicals (Liu et a. 1999).

3.4. Western blotting

Apoptosis and necrosis are the magjor types of cell death. Each is characterized by morphol ogical
and biochemical features and currently, genetics contribute to specifically define those processes
(Kroemer et a., 2009; Ouyang et d., 2012). However, there are also less studied cell death
mechanisms such as anoikis, cornification, entosis, mitotic catastrophe, necroptosis, netosis,
parthanatos, and pyroptosis (Galluzzi et al., 2012) that are less commonly observed.

The apoptotic process depends on the activation of caspases that are involved in both the extrinsic
and intrinsic pathways. To determine if LQM402 induced caspase activation, we obtained lysates
from HelL a cultures that were treated with the complex at different time points and examined the
expression of caspase-3, caspase-7, and caspase-9. The immunoblotting experiments showed the
depletion of procaspase-3 in HeLa cells treated with 74.74 uM LQM402 for 18 and 24 h,

compared to control cells (p < 0.01 and p < 0.001, respectively), and similar results after

16



treatment with 20 uM cisplatin for 24 h (p < 0.05). Although a densitometric analysis did not
show significant differences between the treatments, both procaspase-7 and procaspase-9 showed
trends toward reduced expression, which suggested the formation of active forms of these
zymogens,; however, the active forms of these caspases were not detected in our assays.
Cytochrome ¢ was detected in cytoplasmic lysates from Hel a cells treated with LQM402 for 6,
12, 18, and 24 h or with cisplatin for 24 h, but not in lysates from control (untreated) and 0.1%
DM SO-treated cells (Fig. 6). Initially, our dataindicate that the intrinsic pathway could be
involved in LQM402-induced apoptosis, but the possibility of other routes or cell death types
should not be dismissed because other cell death processes have been observed in response to
different Cu(ll) complexes. For instance, the thioxotriazole copper(I1) complex (A0) studied by
Tardito and coworkersinduced cell death after caspase-3 activation, but the cells did not display
the known characteristics of classic caspase-dependent apoptosis. The authors reported that AO-
induced cell death involved endoplasmic reticulum stress and paraptotic death (Tardito et al.,
2009). Furthermore, apoptotic cell death was reported in C6 glioma cells that were exposed for
24 h to concentrations of [(4,4 -dimethyl-2,2"bipiridine)(acetylacetonate) Copper(ll) nitrate] (Cas
[11-ia) ranging from 11.23 to 22.4 uM. However, treatment with 33.7 — 44.9 uM of that
compound induced ultrastructural findings that suggested autophagic cell death (Trejo-Solis et
al., 2012). These results opened approaches to different mechanisms of action for new copper or
other metal-based compounds designed for anticancer therapy.

On the other hand, while 74.74 uM LQM402 diminished the expression of procaspase-3 and
procaspase-9 at 24 h, 50 uM of the Isatin-diimine copper(I1) complexes bis-[(2-ox-indol-3-yI-
imino)-1,3-diaminopropane-N,N",0,0 ] copper(l1)perchlorate ([ Cu(isapn)] (ClO,),) and [bis-(2-
oxindol-3-yl-imino)-2-(2-aminoethyl)pyridine-N,N"] copper(I1)

perchlorate(] Cu(isaepy)2] (Cl04)2), also known as Cu(isapn) and Cu(isaepy), induced the
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expression of the active forms of these caspases after 24 and 48 h of treatment in the SH-SY5Y
neuroblastoma cell line (Filomeni et al., 2007). Additionally, 11.23 — 22.4 uM of Caslll-ia
induced mitochondrial cytochrome c liberation, which was found in the cytoplasm (Trejo-Solis et
al., 2012). These results are similar to our findings in LQM402-treated Hel a cells; however,
these data represent initial investigationsinto the pathway of LQM402-induced HelL a cell death

and further studies are required.

3.5. LQMA402 is a non-mutagenic agent in the Ames test

Because potential anti-neoplastic drugs should be non-toxic to non-malignant cells, we measured
the genotoxic effects of LQM402 on histidine mutants of the S. typhimurium strains TA 98, TA
100, and TA 102. The compound was tested with or without the addition of the S9 activator
because many carcinogenic agents must be activated (Ames et al., 1973). Table 3 shows the
numbers of His" revertants of S. typhimurium after at 48 h incubation with the DM SO vehicle
control or different concentrations of LQM402. LQM402 was not mutagenic in any of the three
tested strains at 50, 100, and 200 uM when compared to all of the employed positive controls
(PA, NMNG, Mit C, 2AA, and CP) with or without SO mixture, all of which induced mutation
rates that were severa times higher (3-64) than the control spontaneous reversion (DM SO; Table
2). Our resultsindicate that these doses of LQM402 are not mutagenic to the strains assayed by
the Amestest and are similar to results obtained in an Ames study of novel copper(I1)
guinolinone Schiff base complexes that were cytotoxic against human hepatocarcinoma cells
(Hep-G2) and non-mutagenic in the S. typhimurium strains TA98 and TA100 (Duff et a., 2012).
Other copper complexes evaluated by Ames tests were [Cu(phendione)s](ClOg4),4H,0 and
[Cu(phen),(mal)]-2H,0, which were a so cytotoxic against Hep-G2 and a human kidney

adenocarcinoma (A-498) cdll line but non-mutagenic in the S. typhimurium strains TA98 and

18



TA102 (Deegan et d., 2006, 2007). These results suggest that some copper complexes can

effectively kill cancer cells without mutagenic activity.

3.6. LQM402 does not induce micronucleus formation in mice peripheral blood

To assess the genotoxic activity of LQM402 in an in vivo model, the number of micronucleated
polychromatic erythrocytes (MNPCE) was scored in 1000 polychromatic erythrocytes (PCE),
according to previously published criteria (Fenech, 2000). The ability of LQM402 to induce
MNPCE isshown in Fig. 7, where it is observed that only mice treated with the positive control
Mit C had statistically significant increases in the numbers of MNPCE at 48 and 72 h with
respect to the mice treated with the control (distilled water). It is usually possible to observe
initial mutagenic effects from micronucleus-inducing agents at 24 h; the highest amount of MN is
observed at 48 h, and the level decreases at 72 h. This was observed with our positive control Mit
C, but not with LQM402. Fig. 7 aso shows the inhibitory effect of LQM402 on Mit C-induced
MNPCE when the copper complex was administered in addition to Mit C. All LQM402-treated
groups had similar numbers of MNPCE both before (0 h) and after treatment (24, 48, and 72 h),
with mean values ranging from 2 to 3.6, and no significant differences were observed among the
groups or with respect to the control. These results could suggest that LQM402 has anti-
mutagenic properties.

In the micronucleus test, an increase in the ratio of polychromatic erythrocytes (PCE) with
respect to normal chromatic erythrocytes (NCE) means that proliferative activity is stimulated,
likely due to an early phase of cell depletion (Ecobichon, 1997). The LQM402-induced
PCE/NCE ratios are expressed in Table 4. None of the concentrations and time points for
LQM402 showed an increase in PCE/NCE, compared with the ratio exhibited for the control

group. At 24 and 48 h after administration of Mit C, the ratio for PCE/NCE was significantly
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different (p < 0.05) from the control ratio at the same timesand at 72 h, the ratio decreased to
amost theinitial value (0 h). When LQM402 at 5 mg/kg (C1), 10 mg/kg (C2), and 15 mg/kg
(C3) concentrations was administered 30 min after the administration of 60 mg/kg Mit C, it
inhibited increases in the PCE/NCE ratio, indicating an anti-cytotoxic effect of LQM402 at the
tested concentrations against Mit C-induced toxicity in murine blood cells. There are few studies
of copper complex genotoxicity that were evaluated by the micronuclel assay. A micronuclei
evauation of the copper complexes CuL (ClO4), and CuL(NOs) for the macrocyclic ligand 1,1"-
bis(bis-(6,6"-oxymethylenyl-2,2"-bipyridine) binaphthyl (L) in cultured human lymphocytes
indicated genotoxicity by the induction of micronucleated cells at adose of 0.15 mg/kg for 24 h
and cytotoxicity by areduction in cell number at that same dose and time (Beynek et al., 2007);
these effects were not observed with our copper complex even at 33 to 100-fold higher doses. In
reports of the genotoxic activities of other copper complexes, researchers commonly used DNA
fragmentation assays. Most of these reports suggested possible clastogenic effects or reactive
oxygen species as the mechanisms for the mutagenic effects of copper complexes (Beynek et al.,

2007; Szybaet a., 1992; Serment-Guerrero et al., 2011).

3.7. LQM402 induces lipid peroxidation of rat brain homogenate

Cytotoxicity and apoptosis occur in response to several causes, including excesses of free radicals
or other lipid peroxidation products (Barrera, 2012). As for most of the essential elements, an
imbal ance in endogenous copper could alter the redox system in acell and cause systemic
damages and pathol ogies (Wang and Guo, 2006). On the other hand, while copper chelation can
be used as an anti-angiogenic therapy (Hancock et a., 2001; Lowndes and Harris, 2004; Lowndes
et a., 2008), copper complexes such as casiopeinas® can induce the overproduction of ROS and

lead to mitochondrial toxicity (Serment-Guerrero et al., 2011). In our Ames test of the TA102
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strain, the number of His' revertants induced by incubation with LQM402 was nearly double the
number of spontaneous His" revertants, which could indicate oxidative stress in the absence of
genotoxicity. Therefore, to test the pro-oxidant effects of LQM402, we evaluated its ability to
induce lipid peroxidation in arat brain homogenate. We found that in a concentration range of
5.62-17.7 uM, LQM402 induced significant increases in lipid peroxidation (p < 0.01) above the
basal level; these increases were not observed at concentrations below 5.62 uM or in the range of
31.62 uM-100 uM (Fig. 8). A LQM402 concentration of 10 uM induced the maximum level of
lipid peroxidation (6.7 nmol TBARS/mg proteins), which was higher than the level induced by
the 20 MM AAPH positive control (3.7 nmol TBARS/mg protein) and similar to that induced by
the 10 uM FeSO, positive control (7.4 nmol TBARS/mg protein). These data suggest that
LQM402 is able to peroxidize lipids and therefore to induce related biologica processes. Thus,
LQM402-induced cell death and apoptosisin Hel a cells could be due to lipid peroxidation
and/or lipid peroxidation products. The metals Cu(ll), Cr(11), Co(l1), Pb(l1), and Fe(Il) play
important roles in redox processes in biological systems and some of them are inductors of lipid
peroxidation by the oxidative features of the Fenton reaction (Benedet and Shibamoto, 2008);
thus, it is not unusual that metal-based compounds that include these metals have such activities.
Some casiopeinas® and other copper complexes can generate reactive oxygen species (Trejo-
Soliset al., 2012; Serment-Guerrero et a., 2011) and this activity has been assumed to be the
major mode of action behind the cytotoxicity of copper complexes (Kowol et al., 2012).

Cu(l1) and other transition metals such as (Mn(I1), Mn(111), and Fe(111)) display antioxidant
properties. The superoxide scavenger activities of macrocyclic copper(I1) complexes were
determined by a xanthine-xanthine oxidase system (Fernandes et a., 2007). Thus, we assayed the
capability of LQM402 to inhibit FeSO,4-induced lipid peroxidation in an attempt to determine

whether LQM402 had antioxidant activity. LQM402 was found to have an additive effect on
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FeSO,-induced TBARS production at concentrations from 5.62 uM to 13.34 uM inrat brain
homogenate; however, LQM402 displayed inhibitory activity in the concentration range of
23.71-56.23 uM (Fig. 9). Together, our results indicate that LQM402 has both inductive and

inhibitory activitiesin lipid peroxidation.

3.8. LQM402 is not a scavenging agent for the DPPH radical

The DPPH radical scavenging assay was used as an additional test to measure the antioxidant
activity of LQM402. We tested LQM402 at three concentrations, 1, 10, and 100 uM, in a100 puM
DPPH solution. The highest concentration of LQM402 achieved a maximum value of 5.18%
reduction of the DPPH solution, from which we could not determine the effective concentration
required to reduce 50% of the DPPH solution (ECsp). This activity was very low compared to the
activities of known antioxidants such as a-tocopherol (85.79% DPPH reduction at 74.13 uM) or
guercetin (85.53% at 23.71 uM). LQM402 could inhibit the pro-oxidant activity of FeSO, but
could not act as a scavenger of the DPPH free radical. Thisfinding implied a different potential
mechanism from the superoxide scavenger activity presented by macrocyclic copper(l1)
complexes, which displayed ECs, values of scavenging activity at concentrations below 30.82
MM (Fernandes et al., 2007). Nevertheless, in other studies, the inflammatory drug mefenamic
acid and the compounds azo ligand (E)-4-((1H-1,2,4-triazol-3-yl)diazenyl)benzene-1,3-diol and
(E)-4-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-yl)diazenyl )benzene-1,3-diol did not exert antioxidant
properties when complexed with Cu(ll) (Kovala-Demertzi et al., 2009; Gaber et al., 2013), which

revealsroles for ligands besides the bonded metal.

4. Conclusion
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This study demonstrated that the copper complex LQM402 is cytotoxic against CeCacell lines,
with selectivity for HeLa and Ca Ski cells, and it displays less cytotoxicity against normal
fibroblasts. This compound induced the translocation of membrane phosphatidylserine in HeLa
cells, afeature of apoptotic death, as detected by annexin V-FITC staining. Initially, the
LQM402-induced cell death indicated the activation of the intrinsic apoptotic pathway as
determined by the presence of cytochrome cin treated HelL a cell cytoplasmic extracts and by the
decreased expression of pro-caspases 3 and 7. It is possible that the cytotoxic activity that led to
apoptotic death in HeL a cells was due to the activity of LQM402 as alipid peroxidation inductor
and it also may be associated to the DNA degradation observed in TUNEL and DNA ladder
assays. Although there are reports of copper complexes with antioxidant or reactive oxygen
species inductor activities, the novel copper(l1) complex LQM402 displayed both inhibitory and
inductive effects on lipid peroxidation. Therefore, because LQM402 has no genotoxic activity, it
might be used as a potentia therapeutic agent against cervical cancer. Currently, our research is
focused on the effects of this copper(l1) complex on tumor growth in a nude mouse model of

cervical cancer, aswell as on the expression of genes related to cancer progression.
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Figure captions
Fig 1. Proposed structure for the novel copper(ll) complex LQM402.

Fig 2. LQM402 inhibits the viability of cervical cancer cell lines. The cervical cancer (CeCa) cell
lines HelL a, SiHa, Ca Ski, and C-33 A were treated with different concentrations of LQM402 for
24 h and analyzed by MTT assay. CeCa cell viability decreased in a concentration-dependent
manner while normal fibroblasts (FB) were less affected. The graph shows the means and
standard errors of at least three independent experiments, performed in triplicate. *(p < 0.05) and

" (p < 0.001) represents significant differences compared with control (vehicle-treated cells).

Fig 3. LQM402 promotes apoptosis. Hel a cells treated with 0.1% DM SO for 24 h or 74.74 uM
LQM402 for 6, 12, and 24 h were analyzed by flow cytometry to detect annexin V-FITC
staining. The percentage of apoptotic cellsincreased in atime-dependent manner in LQM402-
treated cells HeL a cells when compared to DM SO-treated cells. Graphs are representative of

three independent experiments, each with 10,000 analyzed events.

Fig 4. LQM402 induces DNA fragmentation in a time-dependent manner. HeL a cells were
treated with 74.74 uM LQMA402 for A) 24, B) 48, and C) 72 h and DNA strand breaks were
labeled with fluorescein by TUNEL assay showing atime-dependent increase of cellsin
apoptosis. D) 1% DM SO and F) 20 uM cisplatin for 48 h were used as negative and positive

controls, respectively.

Fig 5. LQM402 treatment in HelL a cellsinduces DNA degradation. Hel a cells were treated with
74.74 uM LQM402 at different time points and DNA was obtained with DMSO-SDS-TE
method. All of the LQM402 treatments generated DNA fragments of approximately 600 bp as 20
UM cisplatin did at 24 h. Only cisplatin treatment generated several size DNA fragments.

Fig 6. LQM402 induces changes in the expression of apoptosis-associated proteins. HeLa cells
were treated with 74.74 uM LQM402 at different time points and the lysates were analyzed by

immunobl otting. Expression of pro-caspases 3 and 7 was diminished in a time-dependent
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manner. Cytosolic cytochrome c levels increased in an incubation time-dependent manner.

Representative blots from repeated experiments are shown.

Fig 7. LQM402 does not induce micronuclel formation. Three concentrations of LQM402 were
administered intraperitoneally in single doses to CD1 mice. The numbers of micronucleated
polychromatic erythrocytes (MNPCE) in 1000 counted polychromatic erythrocytes were
analyzed at 0, 24, 48, and 72 h in Giemsa-stained tail blood smears. The same concentrations of
LQM402 were aso administered 30 min after the administration of 60 mg/kg Mit C. The
genotoxic effect of Mit C was observed only when it was administered alone. The graph shows
the means and standard errors of 5 mice per experimental group. Significant differences from the
control areindicated by~ (p < 0.01) and " (p < 0.05). Pictures shows examples for the structures
identified.

Fig 8. LQM402 is an inductor of lipid peroxidation. Rat brain homogenate (2 mg/ml protein) was
incubated with LQM 402 at severa concentrations (1 — 100 uM) at 37°C for 3 h. TBARS
production was measured at 540 nm. Significant TBARS production, indicated by “(p < 0.01),
was only observed at concentrations from 5.62 uM to 17.78 uM. At 10 uM, LQM402 isamore
potent inducer than AAPH (20 mM) and is similar to FeSO,4 (10 uM). The graph shows the

means and standard errors of three independent experiments.

Fig 9. LQM402 enhances and inhibits FeSO,-induced TBARS production. Lipid peroxidation
was induced in rat brain homogenate by 10 uM FeSO, alone or simultaneously adding LQM402
at different concentrations (5.62 — 56.23 uM). TBARS production was measured at 540 nm.
TBARS induced by FeSO, was enhanced with 5.62-13.34 uM LQM402 and was inhibited in a
concentration-dependent manner at concentrations of 23.71 UM and higher. The graph shows the
mean and standard errors of three independent experiments. ™(p < 0.01) indicates significant
difference of LQM402-treated groups compared to the basal level and ™" (p < 0.01) represents

significant differences compared with FeSO,.
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Table 1. Inhibitory concentration (1Csp) values obtained in cervical cancer cell linesfor LQM402

Cdl line ICso (UM) * SEE.
HelLa 74.74 £ 3.34
Ca Ski 88.53+ 2.64
SiHa 182.05 + 16.65
C-33A 19255+ 12.10
Fibroblast 199.47 + 14.32

Each datais given as the mean and standard error (S.E.) of at |east three independent experiments
in triplicate. Cisplatin 1Cso: HeLa 18.9 £ 0.99 uM, Ca Ski 66.6 £ 8.5 uM, SIHa69.92 + 1.25 uM,

C-33 A 64.98 + 6.88 uM, FB 185.23 + 28.6 uM.

Table 2. Inhibitory concentration (ICsp) values obtained in HeLa for LQM402 and cisplatin at 48
and 72 h.

Compound |Cs0 (M)
48 h 72h
LQM402 53.90 39.61
Cisplatin 17.28 15.83

Each datais given as the mean of three independent experimentsin triplicate.
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Table 3. Mutagenic potency of LQM402 on S. typhimurium in the Amestest (plate incorporation

assay) expressed as the number of His" revertants + standard error (S.E.)

Metabolic Test conc. His" revertants
activation substance uM/plate (Mean £S.E.)
system
Type culture TA98 TA100 TA102
strain
DMSO 10 pl/plate 2033+x10 1443+7.2 208.7+37
200 201620 136.1+96 3021+73
LQM402 100 250033 1525+94 299.3+68
9 (-) 50 1933+£18 1435+71 2974+72
PA 1.89x10°  77.3+18.1 - -
NMNG 6.79x10° - 8033 + 535 -
Mit C 2.99x10° - - 1891 + 154
DMSO 10 pl/plate 301+£277 1421+11 2451+24
200 276+221 158.6+7.0 307.2+t64
S9 (+) LQM402 100 323+5.04 129.0+£9.1 306.0+67
50 203+275 1450%+13 3264+72
2AA 5.17x10° 2919+ 425 - 1253 + 44
CP 0.0179 - 507 £ 22.8 -

The results correspond to the mean of three independent experiments performed in triplicate and
its standard deviation (S.D.). Arochlor 1254-induced rat liver homogenate (S9) was used as the
metabolic activation system. PA: Picrolonic acid, NMNG: N-methyl-N’-nitro-N-
nitrosoguanidine, Mit C: Mitomycin C, 2AA: 2-Aminoanthracene, and CP: Cyclophosphamide

were used as positive for mutagenic drugs.
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Table 4. Ratio of polychromatic erythrocytes (PCE) with respect to 2000 normochromatic

erythrocytes (NCE) induced by LQM402 in mice

RATIO OF PCE/NCE

TREATMENT Oh 24 h 48 h 72h
Control® 0.06 0.05 0.05 0.05
Mit C 60 mg/kg 0.07 0.11* 0.12* 0.09
LQM402 5 mg/kg 0.07 0.06 0.06 0.06
LQM402 10 mg/kg 0.06 0.06 0.04 0.03
LQM402 15 mg/kg 0.06 0.07 0.04 0.06
Mit C + LQM402 5 mg/kg 0.06 0.06 0.07 0.08
Mit C + LQM402 10 mg/kg 0.06 0.06 0.04 0.05
Mit C + LQM402 15 mg/kg 0.06 0.06 0.04 0.05
*Distilled water.

* Statistically significant difference with respect to control, p < 0.05
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Figure 3.
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Figure 5.
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Figure 7.
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Figure 9.
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