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1. Definicion, clasificacion del cancer y epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), y el Instituto Nacional de Cancer (INC)
definen al cancer como un término genérico que designa a un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo; también se habla
de “tumores malignos” o “neoplasias malignas”. Una caracteristica definitoria de esta
patologia es la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas alla de
sus limites habituales y puede invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros
organos, un proceso que se denomina “metdstasis”, por medio del sistema circulatorio
o linfaticoy formar nuevos tumores en localizacionesanatémicas diferentes a la original.
Las metdstasis son la principal causa de muerte por cancer (¢Qué es el cancer? - Instituto
Nacional del Cdncer, n.d.)(Cdncer, n.d.). Robbins y Cotran, definen el cancer como una
alteracion del crecimiento celular desencadenada por mutaciones adquiridas que
afectan a una sola célulay a su progenie cldnica. Estas mutaciones proporcionan a las
células neopldsicas una ventaja para su supervivencia y crecimiento, que permiten su
proliferacion excesiva e independiente de las sefiales fisioldgicas de crecimiento (Aster,

2015).

Los tumores benignos y malignos se diferencian por rasgos histologicos y anatémicos
caracteristicos. Uno de ellos es el grado de diferenciacion, los tumores benignos estan
bien diferenciados, no asi los tumores malignos. Estos estdn compuestos por células
poco diferenciadas, o anaplasias, lo cual es un rasgo distintivo de malignidad. Se suma,
las abundantes células en mitosis, como reflejo de una gran actividad proliferativa, con
figuras mitdticas atipicas y grotescas, con husos multipolares, y la perdida de polaridad.
Otra de las caracteristicas, es que por lo general los tumores benignos, al estar
compuestos por células bien diferenciadas, conservan una funcién similar a la normal,
en cambio, las células muy indeferenciadas de los tumores malignos adquieren
funciones nuevas e imprevistas. Otra de las caracteristicas que permite diferenciar estos
tipos de tumores es la capacidad de invasion. El crecimiento de los tumores malignos o
cancer, se acompana de una infiltracion, invasion y destruccién del tejido circundante,

mientras que casi todos los tumores benignos crecen en forma de masas expansivas y
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cohesionadas que se mantienen en su lugar de origen y carecen de la capacidad de

infiltrar, invadir o metastizar (Aster, 2015).

Carton James agrega que el cancer es un término amplio para cualquier neoplasia
maligna. Una neoplasia es una masa anormal de tejido que muestra crecimiento
descoordinado y no tiene un propésito util. Las neoplasias malignas tienen la capacidad
de diseminarse hacia sitios distantes y producir tumores secundarios llamados
metastasis que pueden crecer de manera independiente del tumor primario. Se define
como carcinogénesis a la secuencia de eventos que conducen a la aparicién de una
neoplasia maligna. Son varias las causas de las mismas, entre ellas, radiaciones,
sustancias quimicas, enfermedades inflamatorias crénicas, concentraciones elevadas de

hormonas, entre otras (Carton, 2012).

El cdncer ocurre por una serie de mutaciones sucesivas en genes, las cuales llevan a un
cambio en la funcidn celular. A pesar de que aun no se ha encontrado una causa exacta
de esta enfermedad, muchas han sido identificadas como factores de riesgo. Estos
incluyen, tabaquismo, dieta, estilo de vida, ocupacién, herencia, medio ambiente y
agentes infecciosos. Los compuestos quimicos tienen un importante rol en generar
mutaciones en genes, como por ejemplo, los quimicos inhalados debidos al tabaquismo
son causantes del cancer de pulmédn, cdncer de vejiga entre otros. Las sustancias
quimicas con propiedades cancerigenas tienen influencia directa o indirecta sobre el
citoplasma y el nucleo celular, y provocan mutaciones genéticas. Virus, bacterias y
radiaciones son otros factores carcinogénicos, que generan el 7% de todos los cdnceres.
En general, las células cancerigenas tienen mutados genes vitales, como oncogenes,
genes supresores de tumores, los cuales alteran el ciclo celular, y producen una

proliferacion celular anormal, no controlada (Hassanpour & Dehghani, 2017).

El cdncer se origina a partir de una sola célula normal que sufre alteracionesirreversibles
de los genes responsables de controlar el crecimiento y la muerte celular. Todas las
células que se hayan formado por divisidon de esta primera, asi como todas las siguientes

generaciones presentaran los mismos fallos, y por lo tanto, el mismo comportamiento
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tumoral. Por lo tanto, el tumor seguirad creciendo de forma incontrolada mediante

clones de la primera célula dafiada (Reya et al., 2001) (Aster, 2015).

Hanahan y Weinberg definieron el cancer con 6 caracteristicas principales:
autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefales anti-crecimiento,
evasion de la apoptosis, potencial de replicaciénilimitada, desarrollo de angiogénesis e
invasién de tejidos y metdstasis. Una década después, agregaron cuatro caracteristicas
mds, reprogramacion de la energia celular, evasién de la respuesta inmune,
inestabilidad gendmicay promotor de la inflamacion. Las mismas estan representadas
enlafigura1.1.1. Fouad y colaboradores, realizaron una categorizacion complementaria
“Las células adquieren caracteristicas evolutivas ventajosas que complementariamente
promueven la transformacion de células fenotipicamente normales en células malignas,
y promueve la progresion de células malignas mientras se sacrifica el tejido huésped”

(Fouad & Aanei, 2017).

Sostener una sefial Evasion de supresor
proliferativa de crecimiento

| 4

Desregulacién
energética celular

Evitar la destruccién
inmunolégica

Resistira la

Permitir inmortalidad
replicativa

e P
Inestabilidad r ‘ Inflamacién promovida

muerte celular

igendmica y mutacié por el tumor

Inducir la Activar invasién y
angiogénesis metdstasis

Figura 1.1.1. (Imagen extraida de Hanahan y Weinberg. Cell. 201 1). Caracteristicas principales del cdncer.

En el proceso de transformacién de las células a la malignidad, se enfrentan a varias

tensiones, que incluyen: sefalizacion excesiva, dafio en ADN, hipoxia, escasez de

3



INTRODUCCION

nutrientes, e incluso terapias anticancerigenas. Por lo tanto, la célula adopta una
variedad de respuestas adaptativas cuando es posible para sobrevivir. Algunas de estas
respuestas son, por ejemplo, la sobreexpresién de proteinas anti-apoptéticas o la baja

expresion de proteinas pro-apoptéticas (Fouad & Aanei, 2017).

Los tumores no pueden crecer mas de 2-3 mm?3 sin vasculatura nueva. En ese sentido,
la angiogénesis es el proceso de brotacion, divisidon celular, migraciony ensamblaje de
células endoteliales de vasos preexistentes. En las neoplasias este proceso estd activado
continuamente. La caracteristica definitoria de malignidad implica la invasién de tejidos
alrededor, y la proliferaciéon de células cancerigenas en sitios distantes para generar
crecimientos secundarios (metdastasis). La metastasis es responsable del 90% de las

muertes relacionadas al cancer (Fouad & Aanei, 2017).

La reprogramacion del metabolismo provee una ventaja selectiva durante la iniciaciény
progresién de los tumores. Pavlova y Thomson, introdujeron el metabolismo alterado
del cancer en 6 caracteristicas, absorciéon desregulada de glucosa y aminoacidos, modos
oportunistas de adquisicion de nutrientes, utilizacion de glucdlisis y productos
intermedios del ciclo de los &cidos tri-carboxilicos, aumento de la demanda de
nitrégeno, alteraciones en la regulacion génica impulsada por metabolitos e
interacciones metabdlicas con el microambiente (Pavlova & Thompson, 2016). Por
ultimo, cabe sefialar que existe una continua comunicacion paracrina entre las células
cancerosasy las células del estroma creando un microambiente rico y dindmico en todas
las etapas de la carcinogénesis. A pesar de que el cancer esta bajo seleccidon inmune,
algunos clones pueden escapar. Durante esta fase las células cancerigenas, que son
capaces de evadir el sistema inmune y su eliminacion a través de alteraciones genéticas
y epigenéticas, crecen de una manera no controlada formando tumores detectables

clinicamente (Pavlova & Thompson, 2016).

Los canceres son clasificados de dos maneras: 1) tipo de tejido en el cual el cdncer se
origina (tipo histolégico) y 2) por el primer sitio o la localizacién en el cuerpo donde el

cancer se desarrollé por primera vez.

Desde el punto de vista histoldgico, se agrupan en 6 categorias:
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1) Carcinoma:hace referencia a una neoplasia maligna con origenepitelial o cancer
del revestimiento interno o externo del cuerpo. Representan el 80 a 90% de
todos los casos de cancer. Muchos de ellos afectan a 6rganos o glandulas que
son capaces de secretar, como la mama, pulmon, colon, prdéstata o vejiga. Estos

son divididos en 2 subtipos principales:

e Adenocarcinomas, se desarrollanen un érgano o glandula, generalmente
ocurren en las membranas mucosas, pueden diseminarse facilmente a
través del tejido blando.

e Carcinoma de células escamosas, se originan en el epitelio escamoso.

Ocurre en muchas areas del cuerpo.

2) Sarcoma: se refiere al cancer que se origina en el tejido de soporte y tejido
conectivo, como huesos, tendones, cartilagos, musculo y grasa. Generalmente
se originan en adultos jévenes, en el que se desarrolla una masa dolorosa en el
hueso.

3) Mieloma: es un cancer que se origina en las células plasmaticas de la médula
Osea.

4) Leucemia: son neoplasias de la médula dsea. Generalmente estd asociada a la
sobre produccién de glébulos blancos inmaduros. Estas células no actdan como
deberian, por lo tanto, los pacientes son mas propensos a las infecciones.
También afecta a los gldbulos rojos causando problemas de coagulacidn, fatiga
y anemia.

5) Linfoma: se desarrollan en las glandulas o ganglios del sistema linfaticos. Son
clasificados en 2 subcategorias: linfomas de Hodgkin y linfomas no Hodgkin.

6) Mixtos: el componente tipico puede ser de una sola categoria o de diferentes
categorias. Algunos ejemplos son: carcinosarcoma, teratocarcinoma, entre otros

(Cancer Classification | SEER Training, n.d.).

Para muchos canceres, el estadio se basa en el tamafio del ganglio linfatico primarioy si
el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos. De acuerdo a este sistema, si las

células estan presentes en la capa donde se desarrollany no se diseminan, el estado es
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in situ. Si las células han penetrado mas alla de la primera capa, el cancer se volvid viral
e invasivo, y es clasificado como local, regional o distante segun el grado en que se

disemino.

Los patdlogos clinicos, usan un sistema diferente llamado TNM. Este sistema evalua el
crecimiento el cdncer y propagacién en 3 maneras: tamafo y extensién del tumor
primario (T), ausencia o presencia de nédulos linfaticos (N) en presencia o ausencia de

la metastasis distante (M) (Institute, 2020).

Mas de 1.8 millones nuevos casos de cancer van a ser diagnosticados en 2020. Este
estimativo no incluye carcinomas no invasivos y tampoco cancer de piel (Institute, 2020).
Segun el Observatorio Global del Cancer (GCO: Global Cancer Observatory) nuestro pais,
en 2018, presentd una tasa de incidencia de 218 casos cada 100 000 habitantes, basados
en una estimacién de 129 047 casos nuevos por ano incluyendo ambos sexos y todos los
tipos de cancer. Argentina se ubica en el mundo dentro de los paises con incidencia
media alta (183.8-253.9 cada 100 000 habitantes) y en América del Sur entre los paises
con alta incidencia (> 217.8 cada 100 000 habitantes), tal como puede observarse en las

figuras 1.1.2 y 1.1.3 respectivamente.

ASR (World) per 100 000

. 2539

N 183.8-253.9

B 1383-1838
106.5-138.3
<106.5

Figura 1.1.2. Imagen extraida de la pdgina web del Observatorio Global del Cdncer. Incidencia global de cdncer.
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ASR (World) per 100 000

2217.8
B 1905-217.8

172.8-190.5

1424-1728 [ Not applicable
<142.4 No data

Figura 1.1.3. Imagen extraida de la pdgina web del Observatorio Global del Cdncer. Incidencia de cdncer en América del Sur.

En cuanto a los tipos de cancer mas frecuentes en Argentina, diferenciando segun el
sexo, el de mayor prevalencia en la mujer es el cdncer de mama, con una incidencia de
53.4 casos cada 100 000 habitantes y en el hombre es el cancer préstata con una
incidencia de 55.3 casos cada 100 000 habitantes. Para ambos sexos, el segundo tipo de
cancer mas comun es el color rectal, con una incidencia de 19.4 para el hombre y de
15.8 para el sexo femenino cada 100 000 habitantes. El cancer de pulmén es el tercero
en orden de incidencia en el hombre y el quinto enla mujer. En nifios el porcentaje mas
alto de tipos de cancer, son leucemias, y los que estdn relacionados al cerebro y a

nddulos linfaticos (Hassanpour & Dehghani, 2017).

El problema del cdncer en el mundo tendra un impacto creciente en las préximas
décadas como producto del envejecimiento de la poblacion debido a la mayor
expectativa de vida y a ladisminucién del indice de natalidad observado. Este fendmeno
alcanzard a Latinoamérica y a la Argentina, en donde se estima para el afio 2030 un
crecimiento del 49% de las personas de 65 o mas afios con respecto a 2010 (Instituto
Nacional del Cancer (INC) & Ministerio de Salud, 2011). La OMS (Organizacion Mundial
de la Salud) comunico que dada la situacion de pandemia actual debido al COVID-19,

muchos pacientes que requerian tratamiento para enfermedades como el cancer,
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diabetes, etc., no han estado recibiendo servicios de salud y medicinas necesarias desde
gue la pandemia inicio. En la mayoria de los paises, 94%, los ministerios de salud, que
trabajan en enfermedades de enfermedades no notificables, han sido reasignadas para
trabajar en COVID-19. Otra de las razones para la discontinuidad de la atencién a
pacientes con cancer, fue la cancelacion de los planes de tratamiento, disminucién del
transporte publico y la falta de personal debido a que estaban reasignados a atender
pacientes con COVID-19, ademas la falta de medicinas, diagndstico y otras tecnologias
agravaron la situacién de pacientes oncolégicos (COVID-19 significantly impacts health

services for noncommunicable diseases, n.d.)

A continuacidn, se introducird aspectos generales de los cdnceres que consideramos
mas relevantes, tanto desde el punto de vista de su incidencia y mortalidad, y de los

cuales derivan las lineas celulares, con las cuales se trabajé en este trabajo de tesis.

1.1.1 Cancer de hueso

El cancer primario de hueso incluye osteosarcoma, sarcoma de Ewing y condrosarcoma.
El osteosarcoma es el cancer de hueso mds comun, representa casi dos tercios de todos
los casos. Es un cancer que se produce con mayor frecuencia en nifios y tiene baja
incidencia en personas mayores de 60 afos. Entre los canceres pediatricos, el
osteosarcoma es el octavo en incidencia a nivel mundial. (Ottaviani & Jaffe, 2009). Se
cree que el osteosarcoma se origina en células mesenquimales primitivas malignas, las
cuales se diferencian en osteoblastos, que a su vez producen una matriz osteoide
maligna. El osteosarcoma puede surgir en cualquier hueso, pero se desarrollan
clasicamente en la metafisis de los huesos largos. Por lo tanto, los osteosarcomas
tienden a ocurrir en la edad y el lugar en que el crecimiento dseo es mds activo y es
ademas, cuando las células presentan mayor vulnerabilidad a las mutaciones. Casi el

60% ocurre en el fémur distal, la tibia y el himero proximal.

Este tipo de cdncer puede hacer metastasis regional y sistémicamente. Los tumores
primariamente pueden diseminarse dentro del mismo hueso o pueden hacerlo entre

huesos, a través de una unién por ejemplo entre tibia y fémur. La metastasis sistémica
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ocurre en los pulmones con mayor frecuencia a través del sistema circulatorio (un 20%

aproximadamente) (Ferguson & Turner, 2018) (Casali et al., 2018).

En cuanto al tratamiento, se utiliza quimioterapia neo adyuvante con el objetivo de
producir necrosis tumoral y disminuir el tamafio del tumor primario, asi como de reducir
la metastasis pulmonar. De esta manera se ha aumentado el rescate de los miembros y
aumenta la sobrevida de un 10-20% a un 60%. Por lo general la quimioterapia es
administrada antes y después de la cirugia. Las drogas quimioterapias que son efectivas
incluye, metotrexato, doxorubicina, ifosfamida y cisplatino (Casali et al., 2018; Ferguson

& Turner, 2018).

1.1.2 Cancer de mama

Este cancer es uno de los tres tipos de cancer mas comun en el mundo. El cancer de
mama temprano se considera potencialmente curable. La mayoria de los canceres de
mama son benignos, no cancerosos, y son debido a formaciones fibroquisticas. Dentro
de los tumores malignos, existen varios tipos, en funcién del lugar de la mama donde se
produzca el crecimiento anormal de las célulasy segun su estadio. El cancer de mama
se clasifica segun su diagndstico histoldgico, con criterios patolégicos estandarizados,
en: carcinoma ductal invasivo (50-75% de los pacientes), carcinoma lobular invasivo (5-
15% de los pacientes), carcinoma medular (hereditario por mutaciones en los genes
BCRA 1y 2) (siglas en inglés, BReast-CAncer susceptibility gene 1 y 2), carcinoma tubular,
carcinomas noinvasor intraductal, carcinomas no invasor papilar intraductal, carcinoma
lobular insitu no invasivo, carcinomas mixtos, ductal/lobular, que constituyen el resto

de los pacientes (Waks & Winer, 2019).

Las nuevas técnicas de biologia molecular han contribuido a la clasificacion de este

cancer. Perou y colaboradores lo clasificaron en 2 grupos en funcion de la respuesta a

los receptores de estrégeno (Perou et al., 2000):

1) Receptor de estréogeno a (REa) positivo: el cual se expresa en un 70%
aproximadamente de los cdnceres invasivos. REa es un receptor hormonal esteroideo y

un factor de trascripciéon, cuando es activado por estrégeno, se activan vias de
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crecimiento en las células de mama cancerigenas. Estos tumores son categorizados

como RE+. Este grupo de tumores esta formado por los tumores luminales, ellos son:

e Luminal A: es el mas frecuente, 67% de los casos. Tiene alta expresion del
gen del receptor hormonal (RE+).
e Luminal B: la expresidn del receptor de estrégenos es menor.

2) Tumores receptores de estrogeno negativo: existen dos grupos de tumores:
e Elcadncer de mama triple negativo o subtipo basal: corresponde a un 15%
aproximadamente de todos los tumores, es caracterizado por la falta de
expresion de los targets moleculares, RE, RP (receptor de progesterona) y
HER2 (receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2). Es el subtipo
mas agresivo y se da mayoritariamente en mujeres menores a 40 afios. En
estos tumores hay alteraciones de genes reparadores de ADN.
e Factor de crecimiento epidermal 2(ERBB2 o HER2): receptor
transmembrana tirosina quinasa, que esta sobre expresado en el 20% de los
canceres de mama aproximadamente, y esta asociado con bajo prondstico
en ausencia de terapia sistémica. El ERBB2 es un protooncogén, cuando se
encuentra amplificado, se asocia con caracteres histoldgicos relacionados
con baja expresién de ER y PR. El subtipo HER/neu presentan mala respuesta
a la terapia, es resistente a la terapia hormonal, por la falta de receptores

hormonales (Hadi & Jamal, 2015; Perou et al., 2000; Waks & Winer, 2019).

En cuanto al tratamiento, para el cdncer RE+/HER2-, se realiza una terapia endocrina,
con antiestrégeno, que contrarresta el crecimiento del tumor promovido por los
estréogenos. Tamoxifeno es el modulador del receptor que inhibe de manera competitiva
la union de la hormona al receptor. Otra droga es un inhibidor de aromatasa, que
disminuye los niveles de estrogenos circulantes por la inhibicion de la conversion de

androgenos a estrogenos.

Diferentes neoadyuvantes y adyuvantes son usados como regimenes quimioterapicos

para el cancer de mama HER2-, en etapas tempranas. Todos los regimenes
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docetaxel/ciclofosfamida, adriamicina/ciclofosfamida, y ciclofosfamina/metotrexato/5-

fluoroacil son todas de eleccién en pacientes con bajo riesgo.

Debido a su prondstico no favorable, la quimioterapia es administrada en pacientes con
cancer de mama triple negativo. Debido a los deficientes mecanismos de reparacion del
ADN, quimioterdpicos de platino han sido de interés en el tratamiento de este tipo de
cancer. Dos ensayos clinicos con carboplatino han demostrado una mejoria en este tipo
de céncer. Los tratamientos disponibles son capecitabina, doxorrubicina liposomal y

paclitaxel ligado a albumina.

El desarrollo de terapia contra el tipo de cdncer HER2+, ha sido uno de los mayores
avances en el tratamiento contra el cdncer. Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal,
tiene como blanco un dominio extracelular del receptor HER2. Se demostré que un afio
de terapia, marcé una mejoria en la supervivencia para pacientes con cancer de mama

HER2+. (Waks & Winer, 2019)(Harbeck & Gnant, 2017).

1.1.3 Cancer de pulmén

A nivel mundial, el cancer de pulmén continda siendo la causa mas comun de muerte
por cancer. Es relativamente raro antes de los 50 afios, el riesgo aumenta conforme
aumenta la edad, y los hombres se ven mas afectados que las mujeres. El tabaquismo
es el factor mas estrechamente relacionado con el cancer de pulmén ya que un 80-90%
de los casos son causados por el tabaco mientras que el riesgo de contraer cancer es 10
veces mas alto que para las personas que nunca fumaron (Nasim et al., 2019) (Cdncer,
n.d.). El 10% de los casos restante se debe a causas genéticas, factores externos o

exfumadores (Enomoto et al., 2016).
El cdncer de pulmdn se clasifica en 2 grupos:

° El cancer de pulmdén microcitico o de células pequenas (CPCP o SCLC) se
caracteriza por una tasa de duplicacién alta, rapido crecimientoy desarrollo temprano
de metastasis, alta tasa de respuesta a la quimioterapiay las recaidas en el primer afio.
Es un tumor que afecta a grandes fumadores. El CPCP se caracteriza por tener células

pequefas azules, con citoplasma escaso y cromatina dispersa sin claros nucléolos. El

e
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70% tiene metastasis en higado, hueso, glandulas suprarrenales y cerebro en el
momento del diagndstico (Valdivia, 2017). Este tipo de cancer es poco frecuente, entre
un 10 a un 15% de los canceres de pulmon.

° El cancer de pulmdn de células no pequeias (CPCNP) incluye todos los tipos de
cancer epitelial, engloba el 85% de los casos. Surgen de las células epiteliales
pulmonares, desde los bronquios principales hasta los alvéolos terminales. Los tipos mas
comunes de CPCNP, de acuerdo a una clasificacion histolégica, son: el carcinoma de
células epiteliales (25% de los canceres de pulmodn), el carcinoma de células grandes
(10% de los canceresde pulmoén) y el adenocarcinoma (40% de los canceresde pulmén).
Son un cancer relativamente insensible a la quimio y radioterapia en comparacion con
CPCP. Existen ciertos factores de riesgo, como antecedentes de consumo de tabaco,
exposicién ocupacional al amianto, arsénico, cromo, berilio, niquel, entre otras,
antecedentes familiares de cancer de pulmdn, infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia humana, entre otros (Tratamiento del cdncer de pulmdn de células
no pequenias (PDQ®)-Version para profesionales de salud - Instituto Nacional del Cdncer,

n.d.). La metastasis ocurre en hueso y en cerebro (Nasim et al., 2019).

El tratamiento de este tipo de cancer depende del estadio del mismo. Para estadios
tempranos de la enfermedad, la cirugia de remocién del cancer es el tratamiento de
preferencia. Para pacientes con estadio IV del cdncer de pulmdn de célulasno pequeiias,
el régimen de quimioterapia es con drogas de platino, por ejemplo con cisplatino,
carboplatino (Nasim et al., 2019). Otras drogas usadas para el tratamiento del cdncer de
pulmon, con etoposido, carboplatino, paclitaxel (Tratamiento del cdncer de pulmon de
células no pequeiias (PDQ®)—Version para profesionales de salud - Instituto Nacional del

Cdncer, n.d.).

1.1.4 Cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es definido como la presencia de células tumorales en el
colon, recto y el apéndice. Se conoce también como cdncer de colon o cancer de
intestino grueso. Este tipo de cancer se produce en ambos sexos, siendo mas comun en
el sexo masculino, y representa el tercer cdncer mas comun y la segunda causa de

muerte alrededor del mundo. CCR espordadico constituye el 75% de los pacientes, sin

e
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tener factores hereditarios. El 25% restante constituyen pacientes con historia familiar
(tanto de primer como de segundo grado) de cancer de colon, lo que sugiere una
contribucion genética. El cdncer esporddico es comun en personas mayores de 60 afos,
probablemente como resultado de factores ambientales, dietas (ricas en grasa,
principalmente de fuente animal y baja en fibras) y del envejecimiento normal. Otro de
los factores de riesgo son personas que tienen enfermedades intestinales inflamatorias
como la enfermedad de Crohn, que tienen una vida sedentaria, consumo de alcohol y

tabaco, diabetes, obesidad, entre otros (Cancer Classification | SEER Training, n.d.).

De los pacientes que padecen cancer de colon, un 5% desarrolla los sindromes
hereditarios autosémicos dominantes (Poliposis Adenomatosa Familiar, PAF) y
sindrome de cancer colorrectal hereditario no polipdsico. Estos sindromes tienen varios
genes mutados como APC, MLH1, MSH2 y MSH6 (genes reparadores del ADN). Estas
mutaciones producen una pronta aparicion del tumor, mayor velocidad de progresion,

y ocurre a una edad temprana, alrededor de los 40 afios (Jasperson et al., 2010).

Los tumores colorrectales presentan un amplio espectro de neoplasias, desde
crecimientobenignos hasta cancer invasivo, y predominan los tumores epiteliales, como

adenocarcinomas. Los patdlogos han clasificado estas lesiones en tres grupos: polipos

no neoplasico, pdlipos neoplasicos (pdlipos adenomatosos) y cancer (Sameer, 2013).

Para su clasificacién se han usado 2 sistemas, Dukes y TNM. La clasificacion de Dukes
propone: A) tumor confinado en la pared intestinal, B) tumor invade a través de la pared
intestinal, C) con nddulos linfaticos involucrado, D) con metdstasis distante. La
clasificacion TNM, realiza una descripcion mas precisa e independiente de los tumores

primariosy su propagacion (Sameer, 2013).

La mayoria de los cdnceres colorrectales, se desarrollan de lesiones pre-neoplasicas,
como los pdlipos adenomatosos o adenomas. Un modelo multi-etapa de carcinogénesis
para el desarrollo de cdncer ha sido propuesto por Vogelstein, quien describe la
progresion de un adenoma benigno a un carcinoma maligno a través de etapas
histolégicas bien definidas. Las caracteristicas de este modelo son: 1) la activacion

debido a mutaciones de oncogenes o inactivacién de genes supresores de tumores

13
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resultado en carcinogénesis colorrectal; 2) mutaciones de genes que llevan a la
transformacién maligna y 3) la caracteristica de los genes es dependiente de la
acumulacién de multiples mutaciones genéticas en lugar de la secuencia mutada. Estos
cambios genéticos resultan en un crecimiento celular no controlado, proliferaciény
desarrollo tumoral clonal. Su acumulacidn es la causa del cancer colorrectal esporadico

(Arends, 2000).
1.14.1. Via de sefalizacion Wnt/p-Catenina

Varios genes estan implicados en la patogénesis del cancer de colon, incluyendo p53,
pl6, p14, APC, B-Catenina, E-cadherina, factor transformante 3 (TGF)-B, SMADs, MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2, AXIN, STK11, PTEN, DCC, y KRAS (Sameer, 2013).

A partir de la busqueda en la base de datos COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer, Catalogo de Mutaciones Somaticas en Cdancer) con la herramienta Cancer
Browser, se puede observar que dentro de las mutaciones mas frecuentes en el cancer
colorrectal, se encuentra en el gen APC, en el 4to lugar, y en el gen de la B-Catenina
(CTNNB1) en el 13avo lugar. El gen APC se encuentra mutado en 1612 muestras de 3084
muestras analizadas, es decir un 52%. Y el gen CTNNB1 esta mutado en 180 muestras de

2957 muestras analizadas, es decir un 6% (figura 1.1.4.1) (Cancer Browser, n.d.).

B-Cateninatransactiva muchos genes target, los cuales estimulan la proliferacioncelular
(actuan como oncogenes) o inhiben el proceso de apoptosis. Los niveles de B-Catenina
en la célula son regulados por su asociacion con la proteina supresora de tumores APC,
axina y GSK-3f (quinasa sintasa serina-treonina glucégeno, fosforila a B-Catenina). La
fosforilacién por el complejo APC-axin-GSK-3f lleva a la degradacién de la B-Catenina

por el sistema ubiquitinina-proteosoma.

La proteina B-Catenina presenta mutaciones en el 10% de los casos de colorrectal
esporadico aproximadamente. Estas son mutaciones puntuales o deleciones en el
marco de lectura en los residuos de serina y treonina que son fosforilados por GSK-3p.
Estas mutaciones resultan en una estabilizacidn de la B-Catenina y la activacién de la via

Whnt (Sameer, 2013).
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Figura 1.1.4.1. Lista de los 20 genes encontrados con mayor frecuencia en muestras con adenocarcinoma de colon. Flechas rojas

sefialan al gen APC y CTNNBL. (Cancer Browser, n.d.).

Whnt es el principal regulador de la B-Catenina. En ausencia de ligandos Wnt, 3-Catenina
se mantiene en bajos niveles en el citoplasma a través del sistema ubiquitina-
proteosoma (Shang et al., 2017). Debido a la activacién aberrante de Wnt o mutaciones
genéticas de los componentes de Wnt, o en el gen de B-Catenina o bien mutaciones en
el complejo de destruccion de la misma, B-Catenina se acumula en el citoplasma y se
transloca al nucleo. Consecuentemente se une a LEF-1/TCF4 y a otros co-reguladores
para promover la transcripcién de genes target como Jun, c-Myc y ciclina D-1, mucho de
los cuales codifican oncoproteinas. Elevados niveles de B-Catenina en el citoplasmay en
el nucleo, siempre induce arasgos tumorigénicos y promueve la proliferaciéonde células
cancerigenasy su supervivencia. Ademas promueve la progresion tumoral por inhibicion
de las células T. La acumulacién nuclear de B-Catenina se observa en casi el 80% de los

CCR (Shang et al., 2017).

Existe una asociacion entre la sefializacién de la via Wnt/B-Catenina, y la iniciacién de
cancer, debido a que ayuda a mantener la capacidad indiferenciada de las células,

controlando su proliferaciénen la base de lascriptas, migranhaciaarribay actidan como

iniciadoras del tumor (Shang et al., 2017). La sefializacién por B-Catenina, promueve:
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e Angiogénesis: las mutaciones activas estdn asociadas a una mayor invasién micro
y macrovascular en cancer, estimula la expresién de factores angiogénicos como
MMP-2, MMP-9, VEGF-A, VEGF-C y bFGF,

e Replicacién celular: regula las vias de seifalizacion que producen la auto
renovacion y juegan un rol central en el control de los genes de pluripotencia,

o Escape de la muerte celular programada: bloquea el proceso de anoikis
(apoptosis inducida por la pérdida de anclaje de la célula a la matriz extracelular
o porque las interacciones célula-matriz son insuficientes o inapropiadas) y
promueve el crecimiento independiente de anclaje por la disminucion en la
expresion de DAPk-2 (proteina quinasa asociada de muerte-2),

e Sefales de proliferacion,

e Invasion y metdstasis: activado por hipoxia contribuye a aumentar el potencial
metastasico de las células cancerigenas,

e Cambios en el metabolismo energético celular,

e Escape inmune del cancer
Y esta via suprime:

e Larespuesta inflamatoria provocada por el tumor (CTNNB1 Hallmarks of

Cancer, n.d.).

1.2 Caracteristicas patoldgicas del cancer

1.2.1 Apoptosis

Apoptosis o muerte celular programada es un proceso normal que ocurre durante la
embriogénesis, y en otros procesos fisioldgicos como en la destruccién normal de las
células del intestino, entre otros, necesarios para mantener la homeostasis celular. Asi
mismo es importante en ciertas condiciones patoldgicas, por ejemplo la muerte celular
inducida por farmacos contra el cdncer, deplecién de los linfocitos CD4* en la infeccién
por VIH (virus de la inmunodeficiencia humana) y muerte celular en enfermedades

neurodegenerativas (Wong, 2011).
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Durante la apoptosis se llevan a cabo cambios morfoldgicos caracteristicos del proceso,
gue involucra tanto al nicleo como al citoplasma. Entre estos cambios claves se puede

enumerar:

e Pérdida de simetria de la membrana plasmatica,

e Condensacion del citoplasma, acompafiada de redondeo celular y pérdida de su
volumen (picnosis),

e Condensacion de la cromatina,

e Clivaje internucleosomal del ADN,

e Formacién de estructuras tipo “burbuja” en la membrana plasmatica,

e Modificacidn de las organelas citoplasmaticas,

e Formacion de cuerpos apoptéticos, que son rapidamente eliminados por células

fagociticas.

Estos cambios morfoldgicos, son acompafiados por cambio bioquimicos. Estos eventos
incluyen activacién de caspasas, liberacion de citocromo C de las mitocondrias,
externalizacion de la fosfatidilserina en la membrana plasmatica, clivaje de la poli ADP
ribosa polimerasa y fragmentacién internucleosomal del ADN en multiples
oligonucleosomas de 180-200 pares de bases por endonucleasas (Wong, 2011)
(Sundquist et al., 2006). Un evento temprano del proceso de apoptosis es la
externalizacion de la fosfatidilserina a la parte externa de la membrana plasmatica. Esto
permite el reconocimiento de las células muertas por los macréfagos, resultando en la

fagocitosis, sin liberar componentes proinflamatorios (Wong, 2011).

Otro de los eventos que se producen durante el proceso de apoptosis es la activacion
de las caspasas. Estas enzimas estdn presentes como zimdgenos, que al ser clivados por

estimulos especificos se activan, iniciando por las caspasas iniciadoras (2, 8, 9y 10) y

luego la activacién de las caspasas efectoras (3,6 y 7) (Sundquist etal., 2006).

El proceso de apoptosis puede ocurrir por la via extrinseca o intrinseca. La primera via,
son iniciadas generalmente por un estimulo externo que involucra a la familia de
receptores de muerte. La sefializacion a través del receptor FADD (Fas asociado al

dominio de muerte) resulta en apoptosis. La unién de ligandos de la familia TNF (FasLy
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TRAIL) a los receptores de muerte (Fas, TNFR1, etc.) en la membrana plasmatica, libera
la caspasa 8, para formar el complejo de induccidon de muerte (DISC), la cual activa o
amplifica la activacion de caspasa-3. Esto permite la salida de citocromo C de la

mitocondria, y la formacion del apoptosoma, y la activacion de la caspasa 9.

La segunda via, es iniciada por un estimulo intrinseco, como dafio en el ADN, sobrecarga
de calcio en el citosol, inanicion celular, estrés oxidativo, entre otros. Sin importar el
estimulo, esta via resulta en un aumento de la permeabilidad mitocondrial y la liberacién
de proteinas pro-apoptdticas al citoplasma. Involucra a proteinas miembros de la familia
Bcl-2. Hay 2 grupos de proteinas de Bcl-2, lamadas pro-apoptoéticas (Bax, Bak, Bas, Bcl-
Xs, Bid, Bik, Bim y Hrk) y las anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 y Mc1-1). Las
proteinas anti-apoptéticas regulan la apoptosis por blogqueo de la liberacion del
citocromo C, mientras que las pro-apoptoéticas actua promoviendo dicha liberacién. El
Citocromo C interactua con Apaf-1, dATP y pro-caspasa 9 para formar el apoptosoma,

activando la caspasa 9y luego caspasa 3.

Ambas vias se unen en una via en comun. Convergen en la activacién de la caspasa 3, la
cual cliva el inhibidor de la desoxirribonucleasa, esta es responsable de la fragmentacion
del ADN. Luego inducen el clivaje de quinasas, proteinas del citoesqueleto. También
afecta el ciclo celular y vias de sefalizacidn, las cuales contribuyen a los cambios

morfolégicos tipicos durante el proceso de apoptosis.

En ambas vias, los eventos tardios de la apoptosis ocurren luego de la activacién de las
caspasas y se bloguea el acceso de las enzimas que reparan el ADN, provocando

apoptosis (Wong, 2011).

Las mitocondrias actian como regulador central de la via intrinseca en la apoptosis y
mediador-efector de la via extrinseca. Las sefales pro-apoptodticas, pueden inducir la
desestabilizacidon de la membrana mitocondrial, la formacién de poros, lo que produce
una disipacion del potencial de membrana mitocondrial (PMM) y la liberacion de
proteinas de la membrana interna mitocondrial, incluyendo el citocromo C. Estos
eventos activan el apoptosoma y por ende la cascada de caspasas, y otras proteinas que

tienen implicancia en el proceso de apoptosis. La disipacion del PMM define los eventos
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tempranos de |la apoptosis, precediendo a la fragmentacién de ADN, produccion de ERO
y aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica. Este proceso estd graficado

en lafigura 1.2.1.1.
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Figura 1.2.1.1. Representacion grdfica del proceso de apoptosis. Viaintrinseca y extrinseca.

La induccién inapropiada de apoptosis tiene implicaciones patoldgicas y han sido
asociadas a ciertas patologias, como enfermedades neurodegenerativas, rechazo de
trasplantes, cancer, entre otras (Cycle, n.d.). En lo que respecta al cdncer, como ya se
menciond, esta patologia resulta de una sucesidon de cambios genéticos, en la cual una
célula normal es transformada en una maligna, y la evasién de la muerte celular es uno
de los cambios esenciales que causan esta transformacion maligna. La reduccion del
proceso de apoptosis o su resistencia juega un rol clave en la carcinogénesis. Uno de los
mecanismos por los cuales ocurre la evasion de este proceso es (figura 1.2.1.2.) la
alteracion del balance entre las proteinas pro y anti-apoptéticas. Dentro de esta
clasificacion, se encuentran incluidas: 1) la alteracién de las proteinas inhibidoras de
apoptosis (IAPs), que inhiben las caspasas, 2) reduccion en la funcién de las caspasas, 3)
disrupcién de la sefializacion a través del receptor de muerte, en consecuencia no inicia
la cascada de sefializacién y 4) disminucién en la expresion de receptores, relacionado

con los mecanismos de resistencia adquirida a drogas (Wong, 2011).
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Figura 1.2.1.2. Mecanismos alterados en apoptosis y el proceso de carcinogénesis. Imagen adaptada de (Wong, 2011).

1.2.2 Ciclo Celular

Las células proliferan sosteniendo el crecimiento del organismo, manteniendo los
tejidos y reemplazando células dafiadas. La proliferacidn es una respuesta fundamental
gue responde a mecanismos celulares involucrados en la inmunidad, hematopoyesis,

neoplasias, inflamacidny otras respuestas bioldgicas.

En el ciclo celular hay 3 etapas: G1, las células monitorean su ambiente y debido a
sefiales inducen el crecimiento, a través de la sintesis de ARN y proteinas. Si las
condiciones son las adecuadas, el ciclo avanza a la 2da etapa, fase S, donde ocurre la
sintesis de ADN y se replican los cromosomas, y finalmente ocurre la fase G2, en la cual
continda el crecimiento y la célula se prepara para la mitosis. El resultado final de la
mitosis, fase M, es la formacion de 2 células hijas, que contienen el mismo material
genético de la célula parental. Finalmente ocurre la citocinesis, que se inicia en la
telofase mitética. Existe una fase llamada GO, en donde las células permanecen
guiescentes y estan en un estado de no divisidn, que se activan e ingresan en el ciclo por
la reactivacion de algunos genes antes distintos estimulos. Estas fases estan

representadas en la figura 1.2.2.1.
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Proteinas, llamadas ciclinas, se expresan durante las diferentes fases del ciclo, y regula
a las quinasas dependiente de ciclinas (CDKs), cuya fosforilacién de sustratos claves,
fuerza a la progresion del ciclo celular. Existen controles extras que garantizan que un

proceso sea completado antes que inicie el siguiente.

G1
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Figura 1. 2.2.1. Representacion esquemdtica del ciclo celular. Imagen adaptada de (El ciclo celular eucarionte y el cdncer,n.d.)

El cancer se caracteriza por una proliferacién tumoral no controlada, resultado de la
actividad alterada de varias proteinas del ciclo celular (Otto & Sicinski, 2017). Durante el
ciclo celular existe un equilibrio entre mitosis y apoptosis que regula la poblaciéon celular
de cada tejido, si este equilibrio se rompe, la célula es capaz de repetir de manera

indefinida el cicloy termina por generar una célula tumoral.

Muchas mutaciones oncogénicas ejercen sus efectos sobre los componentes de la via
de senalizacion, forzando la progresion del ciclo celular en lugar de los controles
normalmente regulados (Sherr & Bartek, 2017). Por ejemplo, componentes de la via
Ciclina D1/CDK4/6-RB (permite la transicion de GO/G1 a la fase S) estdan comuUnmente
mutados en procesos cancerigenos. Muchos estudios revelaron que ciclina D1,
CDK4/CDK6 son requeridas para la iniciacion del tumor y su continua expresion para el

mantenimiento del mismo (Otto & Sicinski, 2017).
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Otras mutaciones, por ejemplo, alteran la respuesta ante la presencia del ADN danado
y los mecanismos de control, permitiendo una consolidaciéon de dafio genémico y
provocando aneuploidia o catdstrofe mitética, o ambas (Sherr & Bartek, 2017). Las
células cuentan con puntos de control para detener la progresion del ciclo celular en
respuesta al dafio en el ADN, por lo que su mutacion produce alteraciones que pueden
provocar la formacion de tumores (Otto & Sicinski, 2017). El factor de transcripcion
nuclear p53 activado promueve el arresto del ciclo celular para permitir la reparaciénde
ADN o para inducir apoptosis (dependiendo del nivel de dafio en el ADN) previniendo la
propagacién de células con ADN danado. p53 tiene la funcién de mantener la integridad
gendmica. Cientificos demostraron que aproximadamente el 50% de los canceres tiene
pérdida de funcién de p53 por mutaciones en el gen, sugiriendo que este factor es un
supresor de tumores. Este p53 mutado, ademas de ser pro tumorigénicos, también

genera quimio resistencia (Ozaki & Nakagawara, 2011).

Como conclusion, los puntos de control en el ciclo celular son esenciales para detener la
progresion del mismo en respuesta al dafio en el ADN, dando tiempo para permitir la

reparacion del mismo (Otto & Sicinski, 2017).

1.2.3 Alteraciones estado redox

Especies reactivas del oxigeno, es un término colectivo que se refiere a especies,
inestables y reactivas, reducidas derivadas del oxigeno, que se originan como productos
de procesos fisioldgicos normales. Estas especies reactivas incluyen perdxido de
hidrégeno (H2032), anién superoxido (O2), acido hipocloroso (HOCI), oxigeno singlete
(02') y radical hidroxilo (OH"). Estas son esenciales para varios procesos bioldgicos en
células normales y cancerigenas. Existe un sistema de balance intracelular, siendo los
sistemas glutatién (GSH) y tiorredoxina (Txn), las principales enzimas implicadas. Estas

reacciones pueden observarse en la figura 1.2.3.1.
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Figura 1.2.3.1. Reacciones de produccion de especies reactivas del oxigeno, asi como del sistema antioxidante.

La desproporcionalidad en la homeostasis del redox, es inducida por el aumento de
radicales libres, en especial ERO. Los mismos son originados por: 1) via intrinseca, cuyas
principales fuentes son: mitocondria, células inflamatorias y varios complejos
enzimaticos, y 2) fuentes extrinsecas, incluyen toxinas ambientales pro-oxidantes,

radiaciones, y diversos compuestos quimicos, incluyendo alcohol, tabaco, y ciertas

drogas.

Cuando estan en altas concentraciones, estas especies dafian a proteinas, lipidosy ADN,
dando lugar a la senescencia o lesiones fatales en las células. Por lo tanto, cualquier
alteracion en el balance redox esta relacionado a patologias, incluyendo el cancer. En
esta patologia, estan involucrados en mecanismos de iniciacion, progresion y metdstasis
(J. Wang & Yi, 2008). Una concentracion moderada de ERO, activa cascadas de
sefializacidn que llevan a la supervivencia celular, como las vias MAPK/ERK1/ERK2, p38,
c-Jun, fosfoinositol-3-quinasa/protein quinasa B (PI3K/Akt), que activa la via NFkB,
metaloproteinasas (MMPs) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Yang et

al., 2018).

Por otro lado, la produccion de ERO es un mecanismo de accién comun en
quimioterapia, radioterapia y terapia fotodinamica, debido a su capacidad de producir
apoptosis, en consecuencia son considerados supresores de tumores (J. Wang & Yi,
2008; Yang et al., 2018). La produccién de ERO que se genera en una célula cancerigena

produce un estado irreversible de estrés oxidativo. Una de las consecuencias de este
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mecanismo de accién es la activacion de receptores celulares y mitocondriales que
desencadenan apoptosis, por ejemplo, el aumento de ERO induce la activacién de FAS,
lo cual lleva a la activacién de caspasa 8, y la induccidon de apoptosis. El efecto en las
mitocondrias estd caracterizada por la apertura de poros, permitiendo la liberacién de
citocromo C, la formacién del apoptosoma y la consecuente activacion de caspasas. Las
especies reactivas del oxigeno, impactan en la estabilidad de los poros de dos maneras,
a través de cascadas de sefializaciéon y a través de la modificacién oxidativa de los
componentes del complejo de proteinas que constituyen los poros. Otra consecuencia
del aumento de ERO con la terapia, es el aumento de GSH, el mismo ha sido asociado al
desarrollo de resistencia a quimioterapia, por lo que al agotar el sistema antioxidante
con el aumento de especies reactivas del oxigeno, disminuye la capacidad de la célula

para defenderse y en consecuencia estas células son eliminadas (Yang et al., 2018).

Debido a lo antes expuesto, muchas drogas son desarrolladas, buscando incrementar la
generacionde EROs (figura 1.2.3.2). Hay dos razones por las cualeslas especies reactivas
del oxigeno aumentan durante la quimioterapia, 1) la produccion de ERO se genera
directamente en las célulastumorales y 2) la inhibicion del sistema antioxidante en estas
células. (Yang et al., 2018). Algunos grupos de investigaciéon han demostrado que el
tratamiento con agentes que producen EROS puede mejorar los efectos de la terapia
tradicional. Por ejemplo, emodin, por aumento de ERO, puede aumentar la citotoxicidad
de drogas dependientes de ERO, como CisPt doxorrubicina y taxanos en una variedad
de tipos de cancer. Otra manera de aumentar la producciéon de ERO directamente, es
interferir con el sistema antioxidante, lo que resulta en un exceso de ERO, provocando
la muerte celular. El sistema GSH, estd compuesto por NADPH, glutation reductasa (GR),
y glutation (GSH). El contenido de GSH es regulado por enzimas como glutation
peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutation transferasa (GST) (Yang et al.,
2018).
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Figura 1.2.3.2. Accion de las terapias que generan aumento de especies reactivas del oxigeno. El nivel de ROS en las células malignas

es alto, la finalidad de la terapiaes producirun aumento tal que la células no tengo defensas y se produzca apoptosis.

1.2.4 Angiogénesis

Angiogénesis es un proceso biolégico complejo, en el cual se forman nuevos capilares
sanguineos a partir de una vasculatura pre-existente, de esta manera provee oxigenoy
nutrientes a los tejidos. Consiste en 4 pasos consecutivos: 1) degradacion de la
membrana basal y otros componentes de la MEC que rodean a los vasos sanguineos,
por enzimas proteoliticas, 2) activacion y migracién de las células endoteliales, 3)
proliferacion de las células endoteliales y 4) transformacion de las células endoteliales
en estructuras tubulares para la formacion de los capilaresy el desarrollo de nueva

membrana basal.

Durante el desarrollo tumoral, el proceso de angiogénesis estd siempre activado,
pasando de la formacién de vasos quiescentes a continua y generando asi nuevos vasos
que ayudan a mantener la expansién del crecimiento neopldsico. El proceso de
angiogénesis tumoral se activa principalmente cuando una lesiéon tumoral supera el
punto del tamafio maximo, alrededor de 1-2 mm3, lo que permite mantenerse por
difusién de oxigeno y nutrientes (Aplin & Nicosia, 2016). Diferentes tipos de reguladores
son liberados desde las células endoteliales, células tumorales, células del estroma y de
la matriz extracelular. Asi mismo, mutaciones genéticas, que activan oncogenes o
inhiben supresores tumorales, estrés metabdlico, estrés mecanico, y la respuesta

inflamatoria son estimulos importantes para la angiogénesis. La hipoxia es unos de los
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factores principales que promueve este proceso, ya que causa el aumento en la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (juega un rol clave en el
proceso de angiogénesis), estimula a las células endoteliales de la vasculatura pre-
existente a dispersarse y migrar en el tejido hipdxico, con el resultado final de la
supervivencia celular. Ademas, las enzimas que remodelan la matriz extracelular,
particularmente las metaloproteinasas, producen varios cambios en el microambiente
tumoral por la degradacién de la misma, principalmente MMP-9 y MMP-2 clivan

proteoliticamente al factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B), con la consecuente

activacion del mismo (Aslan et al., 2019; T. Li et al., 2018).

Luego de varios pasos, los vasos sanguineos maduran y son capaces de transportar
nutrientes, oxigeno y factores de crecimiento para suplir las necesidades de los tejidos
tumorales para facilitar su crecimiento, ademas de permitir que las células cancerigenas
se dispersen a organos distantes a través de lasangre (Li et al., 2018) (Aslanetal., 2019).

Este proceso se puede observar resumido en la figura 1.2.4.1.
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Figura 1.2.4.1. Etapas del proceso de angiogénesis en un tumor. Imagen adaptada de Cancer Research Product Guide Edition 3,

2015.
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1.2.5 Invasidony Metastasis

La migracioncelular esuna actividad altamente regulada, ocurre en procesos fisioldgicos
normales, como la embriogénesis, la reparacion de tejidos, y angiogénesis. Asi como en
procesos patolégicos, como en los tumores malignos, debido a que juega un rol clave
durante la invasidn y la metastasis. Durante la migracion, las células forman monocapas
e interactian mecdnica y bioquimicamente a través de las uniones célula-célula, en el

que estan involucradas complejas vias de sefializacion (Figura 1.2.5.1).

Las células malignas pueden diseminarse a través de procesos complejos, para ellos
deben atravesar barreras histoldgicas, la membrana basal, estroma y la ldmina basal de
la vasculatura, dominado por una red de fibrillas de coldgeno |, para moverse en la
circulaciény diseminarse a sitios distantes. Este proceso es el resultado de una compleja
interaccion entre las células cancerigenasy el medio ambiente en los tumores sdlidos,
conocido como “microambiente tumoral”. Varias clases de proteinas, involucradas en el
anclaje de las células a la MEC estan alteradas, como por ejemplo los miembros de la
familia de cadherinas calciodependiente e integrinas. Las células cancerigenas penetran
en la MEC por la formacion de invadopodias, responsables de facilitar la diseminacién
hematdgena o linfatica (Riahi et al.,, 2012). Ademds, se producen modificaciones
proteoliticas por proteasas, como las metaloproteinasas (MMPs), las cuales ayudan en
la penetracién de las células a la MEC (Hall & Brooks, 2014). Estas enzimas estan
altamente implicadas en la diseminacién de las células tumorales (Winer et al., 2019).
Son miembros de una familia de 24 endopeptidasas zinc (Zn) dependientes. La sintesis,
asi como la actividad de las MMPs esta altamente regulada para prevenir la degradacién
excesiva de la MEC. Las MMPs son secretadas como zimdgenos, estan inactivadas por la
unién del Zn a su dominio cataliticoy la unién de un grupo cisteina-sulfhidrico en el
dominio N-terminal. Su activacién requiere la remocién de estas uniones, que puede
ocurrir luego de la secrecién o en el interior celular. La activacién completa es llevada a
cabo por un proceso de auto catdlisis en la cual la proteinasa cliva su pro-dominio. Su
inactivacion puede ser llevada a cabo por ella misma, y su actividad es también regulada
por inhibidores de metaloproteinasas (TIMPs), y por inhibidores no especificos como la

a2-macroglobulina, trombospondina 1 y 2, etc. Las MMPs participan del proceso de
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invasion cancerigena en varios aspectos, entre los que se puede nombrar, contribuyen

a la angiogénesis, evaden el proceso de apoptosis y el sistema inmune

En varios tipos de tumores sélidos, hay sobreexpresion de MMPs, y ha sido relacionado
con angiogénesis, progresion tumoral y bajo nivel se supervivencia. Por ejemplo, la
sobreexpresién de MMP-9 ha sido asociada a un mal prondstico en multiples tumores
malignos como tumor de mama, pulmoén, colon, gdstrico, pancreatico y cancer de
prostata (Winer et al., 2019). Evidencias clinicas han implicado a las MMPs en invasion
tumoral, neoangiogénesis y metastasis y representan un target para terapia

anticancerigena (Winer et al., 2019; Zhang et al., 2019).
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Figura 1.2.5.1. Representacion grdfica del proceso de metdstasis durante la carcinogénesis.

1.2.6 Via Nf-kB

El Factor nuclear NF-kB, es una familia de 5 factores de transcripcion, incluyendo NF-
kB1/p105, NF-kB2/p100, RelA/p65, RelB y c-Rel, los cuales pueden formar
heterodimeros u homodimeros y unirse a secuencias consensos de promotores en el
ADN. Esta familia de proteinas controla la expresion de genes involucrados en varios
procesos fisioldgicos, como en la respuesta inflamatoria, en la proliferacién,

diferenciacién, adhesion celular y apoptosis. NF-kB estd en el citoplasma inactivo, unido
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a IxBa, puede ser activado por varios estimulos, como por citoquinas (TNF-a, IL-18),
factores de crecimiento epidermal, productos virales o bacterianos, radiaciones
ionizantes, especies reactivas del oxigeno, dafio en el ADN y estrés oncogénico. Tras la
activacion, el complejo NFkB ingresa al nucleo, donde puede activar la expresion de
genes que tienen sitio de unién para NF-kB. Luego de la activacioén de ciertos genes, NF-
kB, activa la expresién del represor IkBa, el cual re-inhibe a NF-xB y genera una

retroalimentacion, que resulta en la oscilacién de NF-kB (Hee Park & Tae Hong, 2016).

La regulacion estricta de NF-kB es indispensable para la integridad de la funcién celular,
por lo que su alteracién contribuye al desarrollo de enfermedades autoinmunes vy
desérdenes malignosincluyendo artritis reumatoidea, aterosclerosis, esclerosis multiple
y tumores malignos. La translocacidon de cromosomas asociada a cancer, mutaciones,
deleciones, etc., altera genes que codifican NF-kB e IkB, que desacoplan NF-kB de sus
reguladores, causando la activacidn constitutiva de NF-kB. Esta activacion influye los
procesos de tumorogénesis como la iniciacion y el desarrollo del mismo, a través

principalmente, de 4 mecanismos:

1) NF- kB estimula la proliferacién celular e impide la apoptosis,
2) NF-kB regula la angiogénesis tumoral,

3) NF-kB promueve la metastasis a diferentes niveles,

4) NF-kB remodela el metabolismo tumoral.

1.3 Metalofarmacos

La quimioterapia es un tipo de terapia contra el cancer, que involucra la administracion
de agentes quimicos para destruir las células cancerigenas. Los metalofdrmacos son,

dentro de la quimioterapia, los farmacos de uso mas extendidos (Ding et al., 2016).

El uso efectivo de la quimioterapia necesita el entendimiento de las caracteristicas
principales de la biologia del tumor, la cinética celular, la farmacologia asi como la
resistencia a drogas. Este mayor conocimiento de los roles que tienen los
metalofdrmacos a nivel celular, ayudara a generar nuevas terapias para la clinica al

proporcionar una alternativa, dirigida y un enfoque racional, también permite la
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suplementacioén con otras drogas. La gran cantidad de compuestos basados en metales,
continda progresando a través de los ensayos clinicos, los cuales demostraron el

potencial de nuevos compuestos que contienen metales (Boros etal., 2020).

1.3.1 Definiciony caracteristicas de los metalofarmacos

Los metalofarmacos son el resultado de la union entre una molécula organica con una
molécula inorganica y un metal, el metal es el ingrediente activo. Son compuestos que
tienen el potencial de combatir diferentes patologias, entre ellasel cancer. Estos nuevos
farmacos son producto de la quimica bioinorganica que amplia el panorama de la

industria farmacéutica (Baran, 2014).

Como consecuencia del gran avance de la quimica bioinorgdnica, tiene interesantes
aplicaciones en varios campos, como en catalisis y la ciencia de los materiales, en
procesos de descontaminacion del medio ambiente, por ejemplo, y también una gran
aplicacion enla medicina y la farmacologia. Con respecto al ultimo campo de aplicacion,
se ha aseverado que la mayoria de los elementos de la tabla periddica, son
potencialmente adecuados para el disefio de nuevas drogas o de agentes diagnéstico

(Baran, 2014).

Los metales y los compuestos basados en metales han sido usados con propdsitos
medicinales por mucho tiempo, como el mercurio y el arsénico, en el tratamiento de
sifilis. Robert Koch demostré que el complejo de K[Au(CN)2] era letal in vitro para el
Mycobacterium tuberculosis, iniciando asi la utilizacién de compuestos de oro en

medicina.

El descubrimiento de la actividad anti proliferativa del cis-dicloroamino-platino (Il), cis-
[Pt(NH3)2Cl;], por Barnett Rosenberg y colaboradores en 1968, fue lo que dispard el
interés por las terapias con metales. Desde entonces, el descubrimiento de los iones
metalicos con propiedades medicinales se ha expandido a un amplio rango en terapias

y diagndstico (Baran, 2014; McQuitty, 2014).

Los metalofdrmacos tienen variadas aplicaciones en el tratamiento de ciertas

enfermedades, como antiartritico (compuestos de oro), tratamiento para ulceras
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(compuestos de bismuto), inflamacidn, enfermedades neurodegenerativas, metales con
actividad insulinomimética (compuestos de vanadio), vasodilatadores (compuestos con
hierro con nitroprusiato de sodio) y como agentes antimicrobianos y antitumorales

(McQuitty, 2014) (X. Wang et al., 2019).
La mayor ventaja de las metalodrogas es su diversidad biolégica y quimica:

e Poseen una variedad de geometrias incluyendo, cuadrada plana, cuadrada
piramidal, tetraédrica, trigonal bipiramidal, formas octaédricas, entre otras,
dependiendo de los nimeros de coordinacion del ion metalico central que
otorgan a los complejos una amplia gama de actividades bioldgicas.

e Elion metdlico tiene caracteristicas fisicoquimicas Unicas, por ejemplo, iones
metdlicos con multiples estados de oxidacién, pueden hacer que el complejo
tenga un comportamiento redox y exhiban nuevos mecanismos de accion en los
procesos bioldgicos.

e Complejos metdlicos con metales luminiscentes tienen potencial diagndstico con
excelentes caracteristicas Opticas. Métodos de diagndstico con metalodrogas
radioactivas y magnéticas han sido usadas como agentes de contraste en
resonancia magnética, tomografia de emisiéon positron y tomografia

computarizada de emisién de fotones. (X. Wang et al., 2019)

De manera sinérgica, los ligandos de los iones metalicos contribuyen a la actividad
farmacoldgica de la metalodroga. Considerando la graninfluencia de los ligandos en la
termodindmicay la cinética de los complejos metalicos, modificaciones o sustituciones
del ligando pueden afinar la actividad bioldgica de las metalodrogas (X. Wang et al.,

2019).

Los metalofdrmacos, pueden actuar como agentes antimicrobianos. Ejemplos de ello, lo
constituyen compuestos de plata, usados como antimicrobianos por muchos anos, en la
forma de AgNOs. La ventaja que tiene el uso de este metal, es que es toxica a bajas
concentraciones para las bacterias, no asi para el ser humano, que es toxico a elevadas
concentraciones. Un compuesto usado en la clinica para el tratamiento del paciente

guemado es el compuesto polimérico sulfadiazina de plata, el cual ha sido incorporado

e
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en varios materiales como vendajes. Otro ejemplo de ellos son los compuestos de
cobalto, cobre, niquel y zinc con aminoacidos, fueron testeados contra hongos, contra
bacterias Gram positivas y negativas por Chohan y colaboradores (Chohan et al., 2006).
Mostraron actividad contra las bacterias E. coli, B.subtilis, S. flexneri, S.aureus, P.
aeruginosa y S. typhi, y actividad anti fungica contra C. albicans, A. flavus, M. canis, F.
solanis y C. glaberata. Algunos complejos de rutenio han mostrado también actividad
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, e incluso actividad antiparasitaria,
contra la enfermedad de Chagas. Otros compuestos que mostraron actividad
antiparasitaria son los complejos de oro con cloroquinolina, contra una cepa resistente

de malaria (McQuitty, 2014).

Como drogas antitumorales, el metalofarmaco con aplicacion mundial y en una amplia
gama de tumores es el cisplatino (figura 1.3.1.1). Este quimioterdpico es altamente
efectivo en el tratamiento de cancer testicular, ovario, vejiga, cabeza y cuello. También
se utiliza paratratar el cadncer de eséfago, pulmoén, mama, cervical, estdmago y prostata.
Su uso provocd un cambio en el porcentaje de supervivencia de los pacientes, llegando
a un 80-90% de pacientes con cdncer de ovarioy testiculo que sobreviven. La eficacia de
su accidn es atribuida a su hidrélisis una vez en el interior celulary su subsecuente union
a las bases nitrogenadas del ADN, que actian como ligandos nucleofilicos. La formacion
de aductos, producto de la interaccién con las guaninas y adeninas, bloquean la
replicaciony la transcripcion del ADN, desencadenando una cascada de senalizacion de

apoptosis que lleva, finalmente, a la muerte celular (Baran, 2014; McQuitty, 2014).

Algunos tipos de células cancerigenas no responden al tratamiento ya que presentan
resistencia intrinseca al CisPt y otros pueden desarrollar resistencia luego de la
exposicion prolongada a la droga (resistencia adquirida). Una de las principales razones
de resistencia es una acumulacién reducida de la droga en el interior celular por una

disminucién en la entrada o un aumento en el eflujo (McQuitty, 2014).

A pesar del gran éxito del CisPt, los pacientes sufren de efectos secundarios importantes
como nefrotoxicidad y también en menor medida, neuro y ototoxicidad, nduseas y

vomitos. Ademas, es importante destacar varios efectos de quimioresistencia
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reportados para este farmaco. Estos efectos llevaron al desarrollo de nuevos complejos
de platino, con las siguientes consideraciones: minimizacion de los efectos colaterales,
mayor solubilidad en agua, mayor actividad y ampliacién del espectro de accién (Baran,
2014). Esto da lugar a la sintesis de compuestos de platino (Pt) de segunda generacidn,
como carboplatino (figura 1.3.1.1), el cual tiene menos efectos secundarios, accion
atribuida a su hidrélisis mds lenta, ademas el espectro de accidn es similar, ya que ha
demostrado que tiene accion en la mayoria de las neoplasias en las que el cisplatino ha
demostrado su eficacia (Griesinger et al., 2019)(Moncharmont et al., 2011). Otro
complejo desarrollado fue un analogo de platino de segunda generaciodn, el oxaliplatino,
el cual ha evolucionado como uno de los agentes terapéuticos mas importantes para el
tratamiento del cancer colorrectal, (figura 1.3.1.1), ademds de ser activo frente a
canceres resistentes al cisplatino (Stein & Arnold, 2012)(McQuitty, 2014).
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Figura 1.3.1.1. Estructura quimica de los compuestos de platino: Cisplatino, Carboplatino y Oxaliplatino.

A su vez, la busqueda de nuevos complejos efectivos contra el cancer con diferente
rango de actividades comparadas con el cisplatino, y sin efectos secundarios, ha llevado
a la sintesis de nuevas estructuras, los cuales contienen iones metalicos diferentes al

platino.
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Nuevos complejos de rutenio y cobre fueron testeados en este trabajo de tesis doctoral
con el fin de ampliar la biblioteca de compuestos con actividad antitumoral. Los
compuestos de rutenio seran explicados con mayor detalle en el capitulo 2, mientras

que los de cobre serdn descriptos en el capitulo 3.

1.3.2 Complejos de Rutenio

El descubrimiento de compuestos de platino (Pt) por Barnett Rosenberg en 1960, como
se menciond anteriormente, fue lo que marcé el uso de los métalo-compuestos en el
tratamiento del cancer (Ndagi et al., 2017). La droga antitumoral fue aprobada por la
FDA para el uso clinico en el afio 1978. El CisPt demostrd accion antitumoral, solo o en
terapia combinada, contra una amplia gama de tumores sélidos (cuello de utero, vejiga,
cabeza y cuello, testicular, etc.). Modificaciones estructurales llevaron al desarrollo del
carboplatino (utilizado en el tratamiento de cédncer de ovario, pulmén, cabeza y cuello,
cerebroy neuroblastoma) y oxaliplatino (utilizado paratratar el cancer colorrectal). Pero
hay que nombrar sus limitaciones como el desarrollo de resistencia, un espectro
limitado de actividad y sus efectos secundarios como nefro, neuro y mielotoxicidad,
nauseas, vomitos, dafios en los nervios, bajos niveles de magnesio, potasio y calcio en
sangrey bajo numero de glébulos rojos (Meier-Menches et al., 2018)(Pal etal., 2018).
Asi mismo el avance de la biologia celular-molecular y la combinaciéon con la quimica,
encaminaron el disefio racional de nuevos compuestos quimicos que tengan como
blanco, moléculas especificas, con la resultante alteracion en los mecanismos celulares.
Ademads, hubo un aumento en la demanda de compuestos basado en metales para el

tratamiento del cancer, debido algranflagelodel mismoy a la falta de terapias efectivas.

Por estas razones, la quimica de compuestos con metales ha recibido mayor atencioén,
en donde, las metalodrogas con rutenio (Ru) fueron inicialmente disefiadas para imitar
el modo de accidn de los complejos antitumorales de platino. Las drogas de Rutenio
fueron una de las primeras alternativas al platino en ser reportadas, ya que el Ru(ll) y el
Ru(lll) tienen cinética de sustitucidon de ligando similar al platino. Dos complejos de
rutenio, KP1019 y NAMI-A (figura 1.3.1.2), han llegado a fase clinica Il. Otros complejos

de rutenio que mostraron elevada actividad antitumoral, son los desarrollados por
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Dyson y colaboradores (Ang et al., 2011), complejos RAPTA-C (figura 1.3.1.2), y [(n® -
biphenyl) Ru(ethynediamine)Cl]* , los cuales son propensos a sufrir hidrélisis y
subsecuentemente unirse al ADN. Los complejos de rutenio mostraron aspectos
peculiares, parecen ser mas activos frente a los procesos de metastasis que frente al
tumor primario propio, se activan por reduccién, es decir los complejos de Ru(lll) al
llegar a la célula cancerigena son reducidos a Ru(ll). EIl mecanismo de accién de estos
compuestos es atribuido a su capacidad de interactuar con el ADN, pero de una manera

distinta a los complejos de Pt(Il) (McQuitty, 2014).
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Figura 1.3.1.2. Estructura quimica de los complejos de Rutenio. KP1019, RAPTA Cy NAMIA-A.

Esto se reflejo en los primeros complejos de rutenio sintetizados con aminas y
compuestos clorados, y el ADN fue considerado el target molecular principal. Sin
embargo, esto cambid en la ultima década, ya que los compuestos con rutenio tienen
un gran potencial como drogas citostaticas y citotéxicas, con nuevos mecanismos de
accion (Pal et al., 2018).

Unos de los primeros compuestos desarrollados fue fac-[Ru"'Clz(NH3)3] en 1976 (figura
1.3.2.1). Este tenia accion citotdxica sobre Escherichia coli produciendo el mismo efecto
que CisPt, por ende indicaba un mecanismo de accion similar. Clarke reportd la

interaccién con ADN con el complejo monofuncional, [Ru"' (NH3)5CI]Cl2. Otro compuesto
e
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con un derivado de purina, demostré accidon en un carcinoma nasofaringeo, a una
concentracion de 1mM, mediante la inhibicion de la sintesis de ADN. Un hallazgo muy
importante por este grupo, fue la teoria de la activacion por reduccién, la cual supone
que el Ru''inerte es activado por reduccion a Ru'' en el ambiente reductor del tumor. La
hipdtesis fue que el mecanismo de accidn principal fue la union al ADN y la reduccién
del Ru, era facilitada por el ambiente hipdxico del tumor, lo que lo hacia selectivo para
el tejido tumoral (Meier-Menchesetal., 2018). Por otro lado, el estado de oxidacién del
metal tiene influencia en la cinética de unién a los acidos nucleicos. La hipétesis de
"activacion por reduccion” estaba bien establecida a mediados de la década de 1990,
en consecuencia, se intentd preparar potenciales compuestos antineopldsicos de Ru',
gue no requiere este paso de activacion. Asimismo, se establecidé que los N-heterociclos
estabilizan el bajo estado de oxidacién del Ru, lo que llevd al desarrollo del primer
compuesto de Ru' activo, el cual fue reportado por Reedijk en 2000, quien demostrd
también que la actividad y la solubilidad del mismo dependen del isémero obtenido. En
estudios posteriores el objetivo fue, estabilizar el rutenio con estado de oxidacién +2,
con una molécula de n®-areno. Este compuesto organometalico, facilita el pasaje a
través de las membranas y la intercalacion con el ADN. Ademas de esta molécula, se
generaron los compuestos llamados “half-sandwich piano-stoll”, que presentan tres
sitios de union restantes, que pueden ser ocupados por ligandos inertes y / o labiles. Los
complejos con la féormula general, (n6-areno)Ru(L)Cl), donde (L) es el ligando, no son
activados por reduccion, sino por reacciones de intercambio que involucran al grupo
saliente, como el cloro, se produce la rapida hidrdlisis del enlace Ru-Cl. La hidratacién
es suprimida por la concentracidn de cloro fuera de la célula, pero en el interior de la
misma el proceso es favorable. Esto es debido a la diferencia de concentracién del ion
cloro, 23 mM en el citoplasmay 103 mM en el exterior. Esto sugiere un mecanismo de
activacion selectivo (Pal et al., 2018). Este tipo de moléculas representan la ultima
generacion de agentes antitumorales basados en Rutenio (Meier-Menches et al., 2018).
Se sintetizaron varios compuestos, sin embrago dos de ellos fueron los de mayor
relevancia por su actividad, RAPTA-C y RAED, que aun son intensamente investigados
como posibles drogas antitumorales. Por ejemplo el complejo RAPTA (figura 1.3.2.2) es

activado por uno de sus uniones Ru-Cl.
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Figura 1.3.2.2. Complejo de rutenio RAPTA-C. Ejemplo de compuestos (n6-areno)Ru(L)Cl). Estos son activados porla hidrolisis del

enlace Ru-Cl.

Por todo lo expuesto anteriormente, estos complejos proveen una alternativa a los
complejos de Pt, debido a su citotoxicidad y sus potenciales propiedades
anticancerigenas.

Los compuestos de rutenio desarrollados para este propdsito tienen varias ventajas, 1)
son activos contra algunos tumores que son resistentes al CisPt, 2) tienen bajos efectos
secundarios debido a su gran selectividad por las células cancerigenas comparadas con
las células normales, 3) la elevada selectividad por sus blancos puede estar relacionado
por la captacion selectiva por los tejidos tumorales que en los tejidos sanos, 4) pueden
imitar la union del hierro a algunas proteinas (Thota etal., 2018). La naturaleza quimica
de este metal, a su vez le da mayor ventaja debida a que el rutenio permite multiples
estados de oxidacidn, por lo tanto, vias de transferencia de electrones versatiles. Esto
permite que este metal pueda formar complejos octaédricos con la posibilidad de unir
mas ligandos, a diferencia del platino que sélo forma complejos cuadrados planos.
(Ndagietal., 2017)(Liu etal., 2019). Lasvariaciones adecuadas de los ligandos auxiliares,
permiten la modulacién de las propiedades redox y las interacciones de los ligandos,

dando como resultado una gran plataforma de complejos rutenio (Dragutan et al.,

e
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2015). Otra de lasrazones es que el Ru tiene baja cinética de intercambio de ligando en
agua, equivalentes al tiempo de reproduccién celular. Esto significa que los iones de Ru
permanecen unidos a algunas especies dentro de la célula durante su vida util (Pal et al.,
2018). Por estas razones algunos compuestos de rutenio son excelentes candidatos para
el disefio de nuevos complejos antitumorales.

Varios complejos de rutenio mostraron efectos deletéreos en las células tumorales ya
que tienen la capacidad de modular varios procesos incluidos la migracion, la
proliferacién y la diferenciaciéon. Los compuestos de rutenio ejercen su accién
anticancerigena via mitocondrial, interaccion con ADN, alterando el reticulo
endoplasmatico, interaccidn con proteinas, apoptosis mediada por ERO, entre otros. Su
mecanismo de accién depende del ligando, de las propiedades fisicoquimicas del
complejo y de la existencia de sitios de no coordinacién en la regién de coordinacién del
metal. Muchos complejos de Rutenio han sido disefiados, y cuatro de ellos, llamados
NAMI-A, KP1019, KP1339 (Ru(lll)) y TLD1433 (Ru(ll)), han ingresado a la fase de ensayos
clinicos, con mecanismos de accién conocidos contra los tumores (J. Liu et al., 2019).
Las propiedades de los compuestos de rutenio pueden variar en funcién de la variacién
de sus ligandos, lo cual fue demostrado en experimentos tanto in vitro como in vivo. Se
sintetizaron complejos de Ru con una amplia gama de ligandos, como arenos, fosfinas,

heterociclos aromaticos, bases de Schiff, tiocarbamatos, etc. (Dragutan et al., 2015).

Uno de los ligandos usados para la sintesis de los complejos de rutenio estudiados en
este trabajo de tesis es la 8-hidroxiquinolina (8-HQ). Las hidroxiquinolinas han sido
usadas como ligandos en el disefio de metalofarmacos por sus propiedades fisico-
guimicas (Kljun et al., 2018). Este ligando es un quelante lipofilico, multifuncional, y
posee propiedades terapéuticas como antibacteriano, antifungico, antiviral,
antiparasitario, anticancerigeno, neuroprotector y antioxidantes. (Mansouri-Torshizi et
al., 2016). Notablemente, la 8-HQ ha sido usado como ligando en el complejo KP46
(complejo de galio), que actualmente estd en ensayos clinicos. Su accién es atribuida a
la interaccién con el ion metdlico, como el cobre, zinc y cationes de hierro, los cuales
son abundantes en los sistemas biolégicos (Kljun et al., 2018). Para agregar, el clioquinol,
es el derivado halogenado de 8-hidroxiquinolina. Este compuesto se usa hoy en dia

como agente desinfectante, y ademas un derivado con iodo y cloro, mostro resultados

38



INTRODUCCION

promisorios en la enfermedad de Parkinson y Alzheimer. Son ligandos que se
caracterizan por su estabilidad, sus propiedades fisico-quimicas como su habilidad para
formar compuestos estables y por su lipofilicidad (Suwanjang et al., 2016) (Kubanik et
al., 2015). Mousumi Pal y colaboradores, reportaron que la introduccién de una
molécula de 7-cloroquinolina en un complejo de p-cimeno aumentaba
significativamente la captacién intracelular, y por consiguiente, la citotoxicidad del

mismo (Pal etal., 2018).

1.3.3 Complejos de Cobre

El cobre es uno de los elementos mds abundantes de la corteza terrestre y puede
presentarse como metal, sulfuros, oxido, carbamatos, etc. Es un tipico elemento de
transicion puesto que es un metal, se presenta en variosestados de oxidacién y susiones
forman facilmente complejos, dando lugar a una gran variedad de compuestos de
coordinacion. Los estados de oxidacidn varian, desde el Cu(0) hasta el Cu(IV) los cuales
son poco frecuentes, y luego esta el Cu(lll) que se reduce facilmente por lo que también
es poco comun y por ultimos los estados de oxidacion de Cu(l) y (I1), los cuales son los
mas frecuentes. El Cu(ll) es mds estable en condiciones normales lo que da lugara la
formacion de varios complejos de coordinacion (Quimica de coordinacion de iones

metdlicos en estado de oxidacion Il ... - Google Libros, n.d.).

En cuanto a la importancia bioldgica de este metal, podemos decir que es un elemento
traza bio-esencial, un elemento biolégico relevante ya que muchas enzimas dependen
del mismo para su actividad. El cobre forma parte de numerosas proteinas y sus
funciones estan relacionadas con la transferencia electrénica y con el transporte y
activacion de oxigeno. La homeostasis de este metal en humanos estd finamente
regulada, ya que hay poca tolerancia a las desviaciones debido al papel esencial en la
cadena respiratoria y en la dismutacién del anién superoxido. Un desequilibrio tiene
consecuencias patoldgicas ya sea por intoxicaciones crénicas o agudas, o bien por su
relacién con enfermedades hereditarias como lo son la Enfermedad de Wilson vy el
Sindrome de Menkes (Hu et al., 2017) (Quimica de coordinacion de iones metdlicos en

estado de oxidacion Il ... - Google Libros, n.d.).
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Este metal tiene propiedades redox, aumenta los niveles de las especies reactivas del
oxigeno y puede unir varios tipos de ligandos, para formar complejos que interactian
con biomoléculas, principalmente proteinas y acidos nucleicos (Hu et al., 2017). La
mayor parte del cobre en la célula se encuentra como cobre (I). El procesamiento
guimico que activa al cobre, mediante la reaccién de Fenton, usualmente esta asociado
con la generacion de EROs. El dafo oxidativo juega un rol clave en el proceso de
carcinogénesis y el estrés oxidativo es un mecanismo de accién importante de
numerosas drogas antitumorales. En las células cancerigenas existe un elevado estado
de oxidacidn, es por eso que son mas vulnerables al aumento de los niveles de EROs (Z.
Zhang et al., 2012). Debido a su relevancia biologia numerosos complejos de cobre han
sido extensamente sintetizados e investigados con diferentes propiedades
farmacoldgicas dentro de las cuales se destacan: antiinflamatorios, anticonvulsivos,
analgésica, antimicrobiana, anticancerigenas, esta ultima debido a su elevada actividad

antitumoral y ventajas en relacion a otros metalofarmacos (Deng et al., 2018).

El complejo bis (3,5-diisopropilsalicilato) cobre(ll) es uno de los que mostré actividad
antitumoral interesante ademas demostré ser anticonvulsionante, antiinflamatorio y
antiulceroso. Compuestos de cobre con tiosemicarbazonas han mostrado actividad

antitumoral (Baran, 2014).

Como ejemplo de compuesto con propiedades antitumorales, se encuentran las
Casiopeinas. Este grupo de compuestos tiene la férmula basica, [Cu(N-N)(a-L-amino
acidato)]NO3 y [Cu(N-N)(O-O)]NOs. El N-N es una diamina sustituida, 1,10 fenantrolina
0 2,2 bipiridina, y el 0-0 es acetilacetonato o salicilaldehido (figura 1.3.3.1). Algunos
compuestos de esta familia tienen elevada actividad anti proliferativa, incluso mejor que
el CisPt sobre célulastumorales de ovario, Utero, leucemia, entre otras. Los ensayos in
vivo, mostraron resultados prometedores, revelando actividades similares a drogas de
referencia, en algunos casos a bajas concentraciones micromolares, con aceptable
toxicidad. Uno de estos compuestos, conocido como Casiopeina lll-ia, ha completado
los ensayos preclinicos y estd por iniciar lafase clinical en México. Tienen 3 mecanismos
de accion principales, 1) generacién de especies reactivas del oxigeno, lo cual provoca

oxidacion del ADN y su degradacién, mds depleciéon de GSH como consecuencia 2)
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toxicidad mitocondrial, 3) dafio en el ADN a través de la interaccién directa con el

complejo (Bravo-Gomez et al., 2015).

4 3 3
L)
N2
O/ \D
9 [

Figura 1.3.3.1. Estructura de las casiopeinas. (a) Cu[(2,2"-bipiridina)(acetilacetonato)]+ (b) Cu[(1,10

fenantrolina)(acetilacetonato)]+ and (c) Cu[(1,10-fenantrolina)(glicinato)]+.

Sigmany colaboradores demostraron que la mezcla de fenantrolina, cobre (ll) y tiol
eran capaces de despolimerizar soluciones de poli[d(A-T)] bajo condiciones aerdbicas,
numerosos complejos de cobre polipiridinicos han sido sintetizados y utilizados como
nucleasas artificiales. Muchos de los cuales tiene 1,10 fenantrolina como ligandos o sus
derivados (Uma et al., 2005). 1,10 fenantrolina es un ligando heterociclico que esta
unido a través de anillos conjugados, presenta una estructura rigida impuesta por el
anillo central, lo que implica que ambos atomos de nitrégeno se encuentren siempre
en yuxtaposicién. Esto le confiere ventajas para formar complejos metalicos de forma
mas eficiente y rdpida asi como su capacidad para interactuar con el ADN y el ARN.
Este ligando es un compuesto neutro, por lo que forma complejos cargados con
cationes metdlicos, propiedad que ha sido explotada para la sintesis de complejos
metal-fenantrolina (Quimica de coordinacidn de iones metdlicos en estado de oxidacion

Il ... - Google Libros, n.d.).

1,10 fenantrolina es un ejemplo de ligando donador de nitrégeno bidentado, son fuertes
aceptores m, coordinan el metal a través de los atomos de nitrégeno. Como
consecuencia de la naturaleza poco flexible de ligando, los efectos estéricos son fuertes,
generando estructuras pocos comunes al coordinarse con iones metalicos. Ademas, la
presencia de los anillos aromadticos posibilita la formacion de estructuras

supramoleculares mediante el establecimiento de interacciones no covalentes de
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apilamiento rt-mt. Esta caracteristica contribuye a la estabilidad de la estructura tanto en
disoluciéon como en estado solido, asi como a la formacidon de varias estructuras
supramoleculares (R. H. Zhang et al., 2009). Las propiedades quelantes de la 1,10
fenantrolina han sido usadas en varios reactivos e investigaciones analiticas. Tienen
propiedades antihelminticas, bactericida, fungicida, antiviral y antimicoplasma. Y se

descubrié que ademas tienen propiedades anticancerigenas.

Este ligando y sus derivados sustituidos, libre de metales o coordinados a metales de
transicion, alteran la funcién de una amplia variedad de sistemas biolégicos (Coyle et al.,
2004). Como plantea Zhang y colaboradores, complejos metdlicos que unen 1,10
fenantrolina son inhibidores proteosomicos potentes y selectivos, e inductores de la
apoptosis en células tumorales (Z. Zhang et al., 2012). Ademas, complejos de cobre(ll)
con fenantrolina y otros ligandos heteroaromaticos han sido ampliamente estudiados
debido a sus efectos cataliticos en el clivaje del ADN. El quelante metalico 1,10-
fenantrolina junto al cobre forman un complejo estable cobre-1,10-fenantrolina, el cual
tiene actividad nucleasa en presencia de agentes reductores y oxigeno molecular. Se
puede unir fuertemente al surco menor del ADN e inducir clivaje a través del OH"

formado por la catdlisis del cobre (Cai etal., 2007).

1.4 Metodologiausada para el testeo de los metalofarmacos

El cultivo celular hace posible el estudio de la biologia celular, morfologia del tejido,
mecanismos de enfermedad, acciénde lasdrogas, produccion de proteinas, entre otros.
Son generalmente usados en la investigacion preclinica de drogas, estudios de la biologia
del cancer y en el estudio de la funcion de genes. La eleccion del método de cultivo
apropiado en el drea de la investigacion del cancer permite entender mejor la biologia
del tumor, y por lo tanto optimizar la quimio o radioterapia, o encontrar nuevas
estrategias de tratamiento (Kapatczynska et al., 2018). El tipo de cultivo mas usado es el
modelo 2D, pero recientemente el uso de modelos 3D han ganado popularidad. A
continuacién se hard una descripcion del modelo celular 3D, usado en este trabajo de

tesis y una comparacion con el método de cultivo 2D.
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1.4.1 Modelo de cultivo celular 3D

Los esferoides son agregados celulares que crecen en suspensién o embebidos en una
matriz (Costa et al., 2018; Katt et al., 2016). Los esferoides de células cancerigenas,

conocidos como esferoides tumorales multicelulares, representan tumores avasculares

0 micrometastasis.

Este modelo de cultivo tiene 4 aplicaciones principales: 1) estudiar la funcién celular
(proliferacién, migracion e invasion celular), en un microambiente tumoral avascular, 2)

el desarrollo de nuevas terapias y screening de drogas, 3) estudio de angiogénesisy 4)

el estudio de las interacciones entre el tumor y el sistema inmune (Katt etal., 2016).

Con respecto al estudio de la funcionalidad celular, los estudios consisten en estudiar su
cinética de crecimiento, su composiciéon y la biologia tumoral. Se realizaron estudios
comparando la expresiéon de genes en modelos 3D y 2D, se observaron diferencias en

los genes asociados a la supervivencia, proliferacidon diferenciacion y resistencia a

tratamientos antitumorales (Katt etal., 2016).

Los esferoides a su vez son usados para estudiar la respuesta y sensibilidad a
guimioterapia, combinacion de terapias, blancos molecularesy la liberacién de drogas.
Por lo general involucra el crecimiento de los esferoides, la incubacidn con las drogas, la
medida de la integridad del esferoide, su cinética de crecimiento y la medida de la

viabilidad celular (Katt etal., 2016).

El desarrollo de drogas es un proceso lento y costoso, el cual tiene varios pasos, desde
la identificacidon de un blanco molecular hasta su optimizacion, validacion preclinicay
ensayo clinicos, finalizando en su aprobacién para el uso clinico (Langhans, 2018).
Actualmente, los ensayos de screening de drogas antitumorales en cultivo en monocapa
(2D), son complementados con el uso de modelos de cultivo de esferoides tumorales
multicelulares (3D) ya que son una mejor representacion de tumores de pacientes
(Hamilton & Rath, 2019). En 1980 Mina Bissell y su equipo de trabajo estudiaron la
importancia de la matriz extracelular en el comportamiento celular, por lo que ahora es

aceptado el cultivo 3D, el cual imita factores claves del tejido in vivo. El uso del cultivo
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3D en el descubrimiento de drogas estd progresando rapidamente (Langhans, 2018).
Sutherland y colaboradores (Sutherland et al., 1970), fueron pioneros en el uso de
esferoides (realizados con células de pulmén de un hamster chino V79), caracterizaron
la eficacia de la radiacién de cobalto en terapia anticancerigena (Costa et al., 2018). Este
tipo de cultivo tiene muchas aplicaciones, entre ellas es un modelo para replicar las
caracteristicas de un tumor sélido humano. Esto se debe a que los esferoides tienen un
gradiente de metabolitos (oxigeno, diéxido de carbono, pH, nutrientes y desechos)
similares a un tumor pobremente vascularizado. Este gradiente afecta varios aspectos
del comportamiento celular, la forma, polaridad, expresion de genes y proteinas,
crecimiento, motilidad, diferenciacion y la sefializacion celular, asi como la quimio y la

radiosensibilidad (Hamilton & Rath, 2019) (Figura 1.4.1.1y 1.4.1.2).

Ademds, como consecuencia de este gradiente se establecen 3 capas celulares en los
esferoides, las cuales estdan también influenciadas por el tamafo de la esfera. Esferoides
de 200 um de didmetro han sido usados para el testeo de drogas y son suficientes para
representar las interacciones célula-célula y célula-MEC (Hamilton & Rath, 2019). En
esferoides de 400 a 500 um se observan las 3 capas: La capa externa estd compuesta
por célulasproliferativaslascuales reflejanel microambiente de las célulasmds cercanas
a los capilares entumores in vivo (Mehta et al., 2012), una capa intermedia constituida
por células quiescentes y una capa interna, acida e hipdxica, compuesta por células
necréticas (Costa et al., 2018). La capa interna es mas resistente a la quimioterapia,
inmunoterapia y radioterapia. El tamafio de los esferoides es una variable muy
importante, esta relacionada con la funcién celular, la penetracién y el transporte de

drogas.

Los esferoides presentan ciertasventajas como método paravalorar drogas, como

ser:

e Estructuras empaquetadas de células, los esferoides tienen una interaccién
considerable entre las células, incluidas las uniones estrechas, comparable a los tejidos
in vivo. Estos contactos célula-célula y la consecuente comunicacién entre ellas tiene

influencias en las respuestas a los diferentes tratamientos.




INTRODUCCION

elos esferoides tienen limites en el transporte de drogas, nutrientes y otros
factores similares a los tejidos in vivo. Debido a las barreras fisiolégicas que existen en
los tumores in vivo, los esferoides pueden ser Utiles para mejorar formatos de ensayos
para testear eficacia.

el os esferoides mas grandes desarrollan un area necrética central y regiones de
hipoxia que estdn presentes en varios tipos de canceres, lo cual es critico para testear

antitumorales (Mehta et al., 2012).

Desechos metabdlicos, CO,

Oxigeno, nutrientes, metabolitos

Células
proliferativas

Células
quiescentes

Células Necréticas

Figura 1.4.1.1. Dibujo de un esferoide multicelular con 3 capas (proliferativas, quiescentes y necrdticas). Arriba a la izquierda se indica

como es el gradiente de concentraciény de pH. Imagen adaptada de (Acland et al., 2018).

Adicionalmente, este tipo de cultivo disminuye el uso de animales de experimentacion,
los cuales son costosos, deben considerar cuestiones éticas y no siempre son capaces
de representar la enfermedad a estudiar. Al mismo tiempo el cultivo 3D podria generar
modelos capaces de predecir el comportamiento celular deseado, como el aumento de
la movilidad celular, la promocidn de la diferenciacion celular o un microambiente con
caracteristicas por ejemplo de un nicho metastdsico, generando por ende blancos
moleculares con ciertos comportamientos para el descubrimiento de nuevas drogas
(Langhans, 2018). Los efectos combinados del gradiente fisiopatolégico y las complejas
interacciones entre las células y entre las células y la MEC, alteran el ARN y por ende la

expresion de proteinas, afectando la respuesta al tratamiento con distintos agentes

e
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antitumorales. Por estas razones con un excelente modelo para testear nuevas drogas

(Mehta etal., 2012).

Tumor in vivo Similaridades Esferoides
multicelulares

+ Nutrientes, O; pH

Penet m— C0,, desechos
droga: metabélicos

P &~ @&

Celulastumorales Célulasdel estroma

7 Vasos sanguineos

Figura 1.4.1.2. Similitudes entre los tumores in vivo y un esferoide multicelular. Se observan las 3 capas, necrdtica, intermedia y
proliferativa, asi como también lavariacion en los metabolitos y en los desechos metabdlicos. A su vez se ejemplifica, la di ficultad

del tratamiento ya que nollega a zonas complicadas, como zonas necroticas.

Una de las mayores influencias en el comportamiento celular son las interacciones entre
las célulasy la matriz extracelular que las rodea. La MEC no solo es un soporte, si no que
sus componentes afectan varios aspectos del comportamiento celular. Especificamente,
en el desarrollode un cancer, los cambios en la MEC son altamente variables y dependen
del tipo y localizacién del tumor. Cambios dindmicos en estos componentes regulan la
proliferaciéon, diferenciacion, migraciéon, supervivencia, adhesion asi como la
organizacion del citoesqueleto celular y varias vias de sefalizacién. A su vez, estos
cambios influyen en larespuesta a lasdrogas, modificando la disponibilidad delfarmaco,
al afectar blancos moleculares o afectando los mecanismos intrinsecos de defensa
celular, como la evasion de la apoptosis. La adhesion entre las células y la MEC,
principalmente mediante proteinas de la familia de las integrinas, son un factor
importante que modula la respuesta a la quimioterapia y son blancos tumorales de las

diferentes terapias antitumorales (Langhans, 2018).
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Todas estas caracteristicas del cultivo 3D crean una plataforma la cual puede ser usada

para el estudio de la biologia de las células cancerigenas, procesos de invasién vy

metdstasis, asi como para el testeo de drogas.

1.4.2 Comparacion entre sistemas de cultivo en monocapa y esferoide

multicelulares.

En la siguiente tabla se comparan los sistemas de cultivo utilizados en este trabajo de

tesis.
Tipo de cultivo 2D 3D
Tiempo de cultivo Pocas horas Algunos dias
Caracteristicas del cultivo | Reproducibilidad, largo | Dificil  reproducibilidad,

tiempo en cultivo, facil
interpretacion, simple de
cultivar

dificultad para interpretar.

Similitud con in vivo

No imita la naturaleza de la
masa tumoral o el tejido

Imitacion de los tejidos vy
6rganos

Interacciones celulares

No existen las
interacciones célula-célula
o célula-MEC, no hay
microambiente o nichos
caracteristicos

Interacciéon célula-célulay
célula-MEC apropiadas, se
forma un microambiente

Caracteristicas celulares

Cambios en la morfologia y
en la manera de dividirse,
pérdida del fenotipo y la

Morfologia preservada, al
igual que la division
celular, diversidad en el

metabolitos y moléculas
de sefializacion

polaridad fenotipo y en la polaridad
Acceso a compuestos | Acceso ilimitado al | Acceso variable a
esenciales oxigeno, nutrientes, | oxigenos, nutrientes,

metabolitos y moléculas
de sefializacion

Mecanismos moleculares

Cambios en la expresién de

Expresion de genes y del

genes, cambios en el corte | splicing del ARNm
y empalme del ARNm. similares al in vivo
Costo de mantenimiento | Barato y muchos test | Caro y conlleva mas
del cultivo disponibles tiempo, pocos test
comerciales
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1.5 Hipdtesis

La hipdtesis planteada en el presente trabajo de Tesis Doctoral sostiene que complejos
de Cuy Ruson compuestos con mejores propiedades farmacoldgicas que el ligando libre

o el ion metdlico. Ademas, estos compuestos ejercen mayor efecto antitumoral que el

cisplatino, metalofarmaco utilizado en la clinica.

En particular, este proyecto estarad destinado a la investigacién de estos aspectos en
relacion a compuestos potencialmente Utiles para el tratamiento del cancer éseo,

pulmonar, de mama y colorrectal.

1.6 Objetivos generales

Estudiar la actividad biolégica (antitumoral y antibacteriana) de diversos compuestos de
metales de transicién (rutenio y cobre) con ligandos de interés bioldgico y/o
farmacoldgico, ensistemas in vitro (células en cultivo) e in vivo (animales de laboratorio),
incluyendo estudios de toxicidad y de los posibles mecanismos de accion, a fin de hallar
nuevos compuestos con potencial aplicacion terapéutica para enfermedades como el
cancer. El propésito es contribuir al disefio racional de nuevos compuestos promisorios
para posteriores investigaciones clinicas que determinen su aplicacion como drogas

alternativas para el tratamiento de diversos tumores.

1.6.1 Objetivos especificos

1- Realizar un screening de la actividad antitumoral de compuestos de rutenio(ll)
complejados con ligandos derivados de quinolina (8-hidroxiquinolina sustituido con
halégenos) y con compuestos de cobre(ll) con ligandos 1,10 fenantrolina y su derivado
2,9 dimetil-1,10 fenantrolina. Se utilizaran lineas celulares tumorales y células con un
fenotipo no tumoral, tomadas como control para contrastar los efectos de los complejos
en las primeras. Las lineas tumorales a usar son de hueso (MG-63), mama (MDA-MB-
231, MCF-7), colon (HT-29, CACO2 y LS174T) y pulmdn (A549) y la linea con fenotipo

normal es L929, en cultivo.
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2- Investigar los efectos de los complejos sobre la genotoxicidad en las lineas celulares

referidas anteriormente.

3- Investigar los posibles mecanismos de accion de los compuestos bioactivos en esas

lineas celulares (apoptosis, estrés oxidativo, arresto del ciclo celular, etc.).

4-Estudiar la accion, de los compuestos que presentaron mayor actividad in vitro, sobre

la via Wnt/B-Catenina, usando como modelos in vivo embriones de Xenopus /aevy.

5-Investigar las propiedades antitumorales en modelos in vivo (ratén N:NIH(S) Fox1™
xenotransplantado con célulastumorales de colon (HT-29) para determinar la capacidad

antitumoral de los metalocompuestos con mayor actividad.

6-Estudiar la actividad antibacteriana de los complejos que presenten mejor actividad
sobre cepas bacterianas de referencia ATCC e investigar su capacidad de inhibir la

formacion de biofilm, utilizando cepas de referencia ATCC y clinicas.
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2. Metodologia

2.1 Descripcion de las lineas celulares y condiciones de cultivo.

2.1.1 MG-63

La linea celular deriva de un osteosarcoma de un paciente masculino de 14 anos. Fue
realizado en la divisién ortopédica en la Universidad de Leuve, en 1977 por Billiauy
colaboradores. Estas células muestran caracteristicas fenotipicas tipicas de un
osteoblasto indiferenciado. Esto incluye la sintesis de coldgeno tipo | y I, baja expresién
de fosfatasa alcalina, que aumenta luego de la administracién de 1,25 dihidroxivitamina
D, (1,25(0OH),D) y la produccidn de osteocalcina en presencia de 1,25(0OH),D, (Franceschi
& Young 1990; Lajeunesse et al. 1990). Esta linea celular fue usada como modelo
experimental para estudiar una amplia variedad de funciones de los osteoblastos
(Dedhar et al. 1987; Franceschi et al. 1987; Heino & Massague 1989), como adhesion,
sintesis de matriz extracelular (Bassols & Massague 1988; Franceschi et al. 1988),
actividad de fosfatasa alcalina (Boyan et al. 1989; Franceschi et al. 1985; Franceschi &
Young, 1990) y produccion de osteocalcina (Lajeunesse et al. 1990). Son células con
morfologia fibroblastica, en cultivo crecen de forma adherente en monocapa, y tienen
la habilidad de mantener un fenotipo diferenciado bajo condiciones de cultivo. (Pautke
etal., 2004). En cultivo estas células se mantuvieron en DMEM con 10% SFB, con 5% de

CO2a 37°C.

2.1.2 A549

Esta linea se aisléen 1973 de un adenocarcinoma alveolar. Fue desarrollada en 1973 por
D. J. Giard, et al, a través de la remocién y posterior cultivo de células tumorales
derivadas de tejido pulmonar de un paciente caucdsico de 58 afios. Se caracterizaron
como células representantes de neumocitos alveolares tipo Il. En cultivo crecen de
forma adherente formando una monocapa. Estas células son usadas como modelos
para el estudio de cancer de pulmodn y terapias antitumorales. Este modelo celular ha
servido para testear drogas antitumorales conocidas, como paclitaxel, docetaxel y

bevacizumab, en ensayos in vitro e in vivo. Ademas se usa como modelo para estudios
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de la funcidn respiratoria, en normalidad como en diferentes patologias respiratorias,
asi como aquellas producidas por virus, ya que son un modelo de huésped.
(Phospholipid, 1973). (“In vitro cultivation of human tumors: Establishment of cell lines
derived from a series of solid tumors,” 1973). (A549 - Un modelo de cdncer de pulmon

de células no pequefias, n.d.)(A549 Cell Line: Cell Culture and Transfection Protocol, n.d.).

Se cultiva en DMEM con 10% de SFB con 5% de CO;a 37°C.

2.1.3 MDA-MB-231

Linea celular epitelial de cancer de mama. Se aisld por Cailleauy sus colaboradores en
1973 a partir de un derrame pleural de una mujer de 51 afios de edad con un
adenocarcinoma mamario metastdsico. Es una de las lineas de cancer de mama mas
usadas en los laboratorios de investigacion. MDA-MB-231 es altamente agresiva,
invasiva y pobremente diferenciada. Se clasifica como representante de cancer de
mama triple negativo, por la falta de expresién del receptor de estrégeno (RE), de
progesterona (RP), y por la falta de amplificacién del receptor del factor de crecimiento
epidermal humano (HER2). Cuando las células MDA-MB-231 son inyectadas
intravascularmente en un ratoén, tienen la capacidad de realizar metastasis en hueso,
cerebro o pulmon, lo que permite la identificacion de un perfil de genes mediadores del
proceso metastdsico hacia sitios especificos. Estas células crecen en monocapa

adherentes. Esta linea se cultivd usando el medio DMEM-F12 con el agregado de 10%

SFB, con 5% CO2a 372C.

2.1.4 MCF7

Esta linea fue establecida en 1973 en "Michigan Cancer Foundation”, la razén de su
nombre, por el Dr. Soule y colegas. Esta linea deriva de un derrame pleural de una
paciente de 69 afios, con cancer de mama metastdsico. Su uso es de larga data por su
sensibilidad hormonal, debido a la expresion del receptor de estréogeno (RE), y
progesterona (RP), haciendo de ello una linea modelo para el estudio de los mecanismos
de respuesta a la terapia hormonal. Esta linea también es util para el estudio de la uniéon
y la accion bioldgica de las hormonas (Levenson & Jordan, 1997). Esta linea es poco

agresiva y no invasiva, tiene un bajo potencial metastdsico. En modelos in vivo, los
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tumores se desarrollan sélo en presencia de estrégenos (Holliday & Speirs, 2011). Esta

linea se cultivd en medio DMEM con el adicional de 10% SFB, al 5% CO2a 37°C.

2.1.5HT-29

Esta linea celular fue aislada de un adenocarcinoma de colon de una paciente caucasica
de 44 afios, en 1964 por Fogh y Trempe. Estas células no solo son usadas para estudios
de la biologia del cancer, sino también son utilizadas para estudiar el proceso de
digestion y biodisponibilidad, ya que expresan caracteristicas similares a las células
intestinales maduras. En su fenotipo diferenciado son capaces de formar una monocapa
con uniones fuertes entre las células y el borde en cepillo tipico. Estas son usadas
frecuentemente para estudiar la respuesta inmune intestinal ante una infeccién
bacteriana, asi como el proceso de adhesién e invasidon de los microorganismos. Una de
las diferencias con la linea celular Caco-2, es que la linea HT-29 produce niveles elevados
de mucina (Huet et al. 1987; Maoret et al. 1989). Bourgine et al. (2012) compard la
expresion de genes de HT-29 y tejido colénico humano y no mostraron diferencias
significativas (Martinez-Maqueda et al., 2015). Las condiciones de cultivo, fueron 5% CO>

a 379C, en DMEM adicionado con 10% de SFB.

2.1.6 HT-29 NFkB-hrGFP

La activacién o inhibicién de la via NF-kB tiene aplicacion directa en el descubrimiento
de drogas para distintas terapéuticas. Estas célulasreporteras especificas de esta via son
una herramienta util para el estudio de distintas drogas, tanto naturales como drogas
de sintesis. Las células HT-29 fueron transfectadas con el plasmido pNF-kB-hrGFP que
contiene el gen GFP bajo control de los elementos de uniéon NF-xB. Esta linea reportera
fue disefiada en la unidad de Biologia Celular del Instituto Pasteur de Montevideo,
Uruguay por el grupo de la Dra. Bollati-Fogolin. El uso de GFP elimina la necesidad del
uso de un sustrato externo y no requiere un procesamiento de la muestra laborioso. La
respuesta de esta linea celular fue caracterizada por citometria de flujo y validada por
el uso de bacterias lacticas con propiedades inmunomodulatorias y con péptidos con
propiedades antiinflamatorias (Mastropietro et al., 2015). Estas células fueron

cultivadas en RPMI 1640 con 10% de SFB, con 5% de CO;a 372C.
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2.1.7 1517471

Esta linea fue establecida a partir de un adenocarcinoma de colon, Duke tipo B, de una
paciente caucdsica de 58 afios de edad. Estas células son la variante tripsinizada de la
linea LS180. (LS 174T ATCC ® CL-188™ Homo sapiens colon Dukes’ type B,colo, n.d.). Las
células malignas, exhiben caracteristicas de una mucosa coldnica normal, con
abundantes microvellosidades y la presencia de vacuolas de mucina
intracitoplasmaticas. Se caracterizan, ademas, por producir elevados niveles de
antigeno carcinégeno embrionario (CEA). (Tom et al., 1976). Estas lineas se cultivaron

con DMEM adicionada con SFB al 10%, con 5% de COza 379C.

2.1.8 CACO2

Esta linea fue establecida a partir de un adenocarcinoma colorrectal, extraido de una
mujer caucasica de 72 afios (Caco-2 [Caco2] ATCC © HTB-37™ Homo sapiens Colon
Colorectal, n.d.), por Jorgen Fogh en el centro Sloan-Kettering Cancer Center, Nueva
York en 1974 (Rousset, 1986). Estas células expresan caracteristicas morfologicas y
bioquimicas similares a los enterocitos. Crecen en monocapa, tienen microvellosidades
en la zona apical,y expresan enzimas con actividad hidrolasa. (Sambuy et al., 2005). Esta
linea celular ha sido usada, también, como modelo de barreraintestinal, pudiendo hacer
estudios de transporte celular. Estas células se cultivaron en estufa gaseada con 5% de

COza 37°C, en DMEM con SFB al 10%.

2.1.9 1929

La cepa L original se obtuvo de tejido adiposo y subcutdneo areolar normal de un ratén
Mus musculus C3H/An macho de 100 dias de edad en 1940. El clon 929 de la cepa L
derivd en 1948. Son fibroblastos, crecen en monocapa adherentes. (ECACC General Cell
Collection: 85011425 L929, n.d.). Estas células son utilizadas para estudios de toxicidad
y son un buen huésped de transfeccién. Las mismas se mantuvieron en estufa gaseada
con 5% de COza 372C, en DMEM adicionado con 10% SFB.

En lafigura 2.1.1, estan representadas todas las lineas celulares antes expuestas.
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MCF7 MDA-MB-231

LS174T

Figura 2.1.1. Fotografias de las lineas celulares que se utilizaron en este trabajo de tesis, obtenidas de la pagina de American Type

Culture Collection de lineas celulares (https://www.atcc.org/en/Products/Cells_and_Microorganisms/Cell_Lines.aspx).
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2.2 Sintesis de los complejos estudiados

2.2.1 Sintesis de complejos organoruthenio-8-hydroquinolinato (Ru-hq).

Estos complejos fueron sintetizados en la Facultad de Quimicay Tecnologia Quimica, de
la Universidad de Ljubljana, de Slovenia bajo la direccién del Prof.Dr. Iztok Turel. Los
compuestos resultantes fueron caracterizados por diversas técnicas, reflexién total
atenuada, espectro infrarrojo, difraccion de rayos X (cristales), resonancia magnética

nuclear (RMN H!y C13) y por fluorescencia.

Se sintetizaron 2 compuestos de Rutenio:

2.2.1.1. [n6 -p-cimeno) Ru (5-bromo-8-hydroxyquinolinato)Cl]

(complejo 1)

Se procedid de la siguiente manera: 40 mg del precursor clorado fue suspendido en 30
ml de acetona. Luego de 10 min de agitacion turbulenta y un suave calentamiento, 30.0
mg del ligando 5-Br-8-hidroxiquinolina fueron afiadidos y 17.1 mg de NaOMe o
NaOAc.3H,0 fueron agregados a la mezcla de reaccidn, la cual fue agitada overnight
(ON) a T2 ambiente. La solucion turbia fue filtrada con filtros de celite para remover
precipitados inorganicos y concentrarlos en un volumen de 3 a 5 ml. La adicion de 20 ml
de heptano frio resultd un precipitado amarillo. La formacién de productos oleosos se
evitdé secando los solventes con sulfato de sodio y tamices moleculares. Luego los
productos fueron purificados, del exceso de ligando, por cromatografia ensilica, donde

se usa una mezcla de acetona/DCM como solvente de elucién (Kljun et al., 2018).

2.2.1.2. Clorido (5,7-dibromo-8-quinolinolato-kN1,k08)(n6-p-

cimeno)rutenio(ll) (complejo 2)

El ligando 5,7-dibromo- 8-hidroxiquinolina (1 equivalente) y metdxido de sodio (1.1
equivalente) fueron disueltos en una mezcla de 8 ml de cloroformo y 15 ml de metanol.
Luego se adicionaron 200 mg del dimero de rutenio, bis [dicloron6 —p-cimeno)

ruthenium(ll)] a la solucién en agitacion. EI complejo formé un precipitado. Luego de
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una agitacién adicional por 1 h a T2 ambiente usando Nz atmosférico, el precipitado fue

recolectado por filtracion, lavado con hexano y secado al vacio. (Kubanik et al., 2015).

Ambos complejos de rutenio estan representados en la figura 2.2.1.

-~

Ru

. . E‘fﬁ’

Elr

[n® -p-cimeno) Rutenio (5- Clorido (5,7-dibromo-8-quinolinolato-
bromo-8-hydroxyquinolinato)Cl] kN1,k08)(n6-p-cimeno)rutenio(ll)
Complejo1 Complejo 2

Figura 2.2.1. Estructura quimica de los complejos de rutenio usados en este trabajo de tesis.

Sintesis de los complejos de Cobre.

La sintesis de estos 2 complejos se llevo a cabo en el Departamento de Quimica de los
Materiales, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, bajo la

direccién del Dr. Luis Lemus. Estos complejos, una vez sintetizados, fueron

caracterizados por espectroscopia U.V, cristalografia de rayos X y electroquimica.
2.2.2.1. [Cu"(dmp)(CH3CN),](Cl0,), (complejo 3)

A una solucion de 10 ml de acetonitrilo conteniendo 1.04 g de Cu(ClO4)2x6H20se agregd
15 ml de una solucién de acetonitrilo de 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina (dmp) en un bafio
de hielo. Luego de 30 min de reaccion, se adiciono gota a gota 3 ml de una solucién de
Tetra-n-butilamonio perclorato (TBAP), y se formo un precipitado verde. Se dejé a -5°C
por 15 min y luego fue filtrada. El sélido que se obtuvo fue lavado con etanol vy

finalmente con dietil éter. Se obtuvieron cristales de [Cu'"(dmp)2(CH3CN)](ClOa)2] por
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difusion lenta de dietil éter de una solucién saturada del complejo en acetonitrilo seco,

en un periodo de 24 h.
2.2.2.2, [Cull(phen)(CH3CN)2](ClO4)2 (complejo 4)

A 15 ml de una solucidn de acetonitrilo con 0.20 g de fenantrolina fue agregadoa 10 ml
de una solucién de acetonitrilo con 0.2 g de Cu(ClO4)2x6 H20, luego se sometid a
agitacion por 1 h. La solucion fue secada en un rotavapor bajo presion y luego se agregd
10 ml de dietil éter y luego agitado por 30 min, 3 veces. Luego se removid el dietil éter,
obteniendo un polvo verde. Cristales de [Cu'(phen)2(CH3CN)](ClOa4);] fueron obtenidos
por difusién lenta de dietil éter de la soluciéon del complejo en acetonitrilo luego de 3

dias.

La estructura quimica de ambos complejos esta representada en la figura 2.2.2.

Complejo 3. [Cu"(dmp)(CH;CN),]J(CIO,), Complejo 4. [Cu"(phen)(CH;CN),J(CIO,),

Figura 2.2.2. Estructura quimica de los complejos de cobre.

2.3 Estudios de viabilidad

2.3.1 MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol)

Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983 como método colorimétrico
cuantitativo de microtitulacién para determinar la supervivencia de células mamiferas

(Mosmann, 1983). El método se basa en la reduccion de la sal tetrazolio amarilla MTT
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(3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Esta sal es reducida por
células metabdlicamente activas, por la accién de deshidrogenasas mitocondriales,
como NADH y NADPH, a formazan (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano,
un cristal insoluble color violeta. Los cristales de formazan son solubilizados vy
cuantificados con un lector de placaa 570 nm. Este método mide la tasa de proliferacion
celular y por el contrario, cuando los eventos metabdlicos conducen a la apoptosis o

necrosis, la reduccion de la viabilidad celular (Type & Collection, 2011). (Figura 2.4.1.1).

/™ C

I
NAD(P)H \_ NAD(P) S/LHN i

I\ > \
©/N » E \/\/N:::N
s,

(3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)- (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-diphenyltetrazolium 1,3-difenilformazano. Formazan
bromide). MTT.

Figura 2.4.1.1 Reaccidn base del reactivo de MTT

En este experimento, se sembraron entre 150.000 a 250.000 cel/ml, segun la linea
celular, en placa de 96 wells en DMEM completo, overnight. Luego se colocaron las
sustancias a testear, previamente diluidas en DMEM, por 24 h. Como control se usé el
solvente de los complejos disuelto en DMEM, en este caso DMSO, a una concentracion
del 0.5%. Al finalizar este periodo, la placa se lavé con 100 pL de PBS, y se agregaron 100
pL de una solucién 0.5 mg/mL de MTT en DMEM. La placa se incubd en oscuridad por 3
h a 379C, luego de dicho tiempo se descarto el sobrenadante, y se agregaron 100 pL de
DMSO para disolver los cristales de formazan. Luego se realizd la lectura de la
absorbancia en un lector de placas, Multiskan FC Thermo a 570 nm. La viabilidad celular

fue normalizada con respecto al control y representadas como porcentaje de ello.

2.3.2 Ensayo de proliferacion celular: clonogénico

El ensayo clonogénico o ensayo de formacion de colonia es un ensayo que se basa en la

habilidad de una célula individual de crecer formando una colonia (la misma consiste en
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al menos 50 células). El ensayo detecta todas las células que retienen la capacidad de
producir progenie luego del tratamiento que pueden causar muerte celular o dafio. Solo

una fraccidn celular retiene la capacidad de producir colonias. (Franken et al., 2006).

En una placa de 12 wells, se sembrd 500 cel/ml en un volumen final de 1.5 ml. Se
incubaron por 24 hy se realizd el tratamiento con las diluciones correspondientes de los
complejos a testear. Se probaron las mismas concentraciones que en MTT. Luego del
tratamiento se elimind el medio de cultivo y se lavd suavemente con PBS. Se agregaron
1.5ml de medio con SFB y se incubd por 10 dias. Pasado este tiempo se fijoy se tifié con
glutaraldehido al 6% mas cristal violeta durante 30 min. Se lavd suavemente con agua
corriente, se dejo secar. Se contd el nimero de colonias en las que habia mas de 50
células. Se calculd la eficiencia de plaqueo (EP) y la fraccion se sobrevivientes (FS), con

las siguientes formulas:

Ne¢ de colonias

EP 100

~ N2 de clulas plaqueadas

N® de colonias

FS =
EP * celulas plaqueadas

2.4 Mecanismos de accion de los complejos

2.4.1 Ciclocelular.

La regulacion del ciclo celular se encuentra alterada en las células tumorales, por lo que
este proceso sirve como un target viable para los compuestos usados en la terapia del
cancer. Uno de los métodos de screening para drogas potencialmente terapéuticas es
medir los cambios en la cinética del ciclo celular y el contenido de ADN usando tinciones

nucleares.

Numerosas sondas fluorescentes han sido desarrolladas para el andlisis del ciclo celular.
El loduro de Propidio (IP) es un colorante que tiene la capacidad de intercalarse en la

hélice de ADN de las células fijadas y permeabilizadas. Este tipo de tincidon genera
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perfiles caracteristicos que indican el contenido de ADN, por lo que es posible identificar

la proporcién de células en cada una de las fases del ciclo celular. (Cycle, n.d.)

Para llevar a cabo este experimento se sembré en una placa de 6 wells alrededor de
300.000-400.000 cel/ml, en un volumen final de 2 ml, teniendo en cuenta dejar un
control negativo (células sin tefiir). Luego de 24 hrs de incubacién, se realizd el
tratamiento por 24 hrs con los complejos a las concentraciones deseadas. Pasado este
tiempo, se retird el medio de cultivo y se colocé en un tubo cénico de 15 ml, se lavd la
placa con 1 ml de PBS, y se colectd en el mismo tubo. A cada well se le colocaron 200 pl
de tripsina-EDTA o triple, y se incubd por 5 a 10 min. Se neutralizé con 400 pl de medio
completo, y se homogeneizé la suspensién. Se colocd todo en el mismo tubo cénico, y
se centrifugd a 300 g por 5 min. Se descarté el sobrenadante, se resuspendié el pellet y
se lavd con PBS frio, centrifugando nuevamente y descartando el sobrenadante. Para la
fijacionse utilizé etanol 70% frio, que fue agregadogota a gota, 500 ul, mientras se agita
el tubo a baja velocidad. Se incubd por 1 hr a 4 °C y luego se centrifugd a 300 g por 5
min. El pellet se resuspendié en 300 ul de PBS/EDTA 2 mM. Esta solucidn se filtré para
eliminar los agregados celulares, se contd las células y se ajusté a una concentracion
final de 0.8y 1 x 10 cel/ml. Se agregd 15 pl de RNAasa (1 mg/ml) (es necesario eliminar
el ARN ya que el IP puede teiiirlo) y se incubd por 15 min. Finalmente se agregd 15 ul de
IP y se incubd overnight. Luego se analizaron las muestras en el citdmetro CyAN ADP, en
el canal FL3 (Aexc 488), en el que se analizaron 10.000 eventos por muestra. Los
resultados fueron analizados por el software FlowJo 10. Las fases del ciclo celular asi

como el histograma de frecuencias estan esquematizados en la figura 2.5.1.1.

67



METODOLOGIA

G0 lacélula cesa de 3
dividirse G./G
s @ duplicacién del ADN y ul 1
- |l \.) proteinas asocidas E A Hist ograma
la célula duplica su 2
lamario )& uumentulel 8
numero de organelos \
enzimas y ohogs = INTERFASE ; —~ i
moléculas L.) ( T
0 o G,/M
inicio del E .
e DNSION G2 S S
i se empieza a 4
"ifosqs prepu?use para
A = la divisién, los
( cromosomas
\\.) @ com:lenzun a 2n 4n
ndensar
se separan los dos juegos condensarse Cantidad de ADN

Cromosomicos

Figura 2.5.1.1. Esquema de las fases del ciclo celular, con su correspondiente representacion en un histograma de frecuencias.

2.4.2 Apoptosis.

La capacidad de los compuestos de inducir este tipo de muerte es importante, ya que
de lo contrario, la muerte por necrosis generaria lisis tumoral. Es una complicacion letal
provocada por la liberacion masiva de acidos nucleicos, potasio y fosfato hacia la
circulacién sistémica, pudiendo desencadenar el desarrollo de hipercalemia,
hiperfosfatemia, hiperuricemia e hipocalcemia, lo que provocaria un estallido
inflamatorio exacerbado (Delgado et al., 2018).

La evaluacidn de este proceso se realizd de las siguientes maneras:

2.4.2.1 Anexina/IP

La translocacién de residuos de fosfatidilserina (FS) desde la cara interna de la
membrana plasmatica a la superficie celular es un evento que tiene lugar enlos primeros
estadios de la apoptosis y que por lo tanto puede utilizarse para detectar y medir este
proceso. La anexina V tiene una fuerte afinidad, Ca?* dependiente, por los residuos de
FS lo que puede ser utilizado como prueba para la deteccién de la apoptosis. Al conjugar
la Anexina V con un fluorocromo puede identificar las células apoptdticas una vez que
esta se ha unido a los residuos de FS expuestos en la superficie celular. Ademds puede
utilizarse combinada con otros fluorocromos, en este caso el IP, lo que permite la

diferenciacién entre poblaciones apoptdticas y no apoptoticas. En este caso se realizé el
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marcaje de las células con IP, indicador de muerte celular, y Anexina V-FITC lo que
permite la diferenciacion entre poblaciones vivas, necréticas, apoptéticas y apoptéticas

tardias. En la figura 2.4.2.1 esta esquematizado este proceso.

Anexina V

%f%,-{ . e, | % AnexinaV %‘rﬁ‘ Anexma\f
‘ :‘._‘ ‘;ﬁ;ﬁsﬂ?a AN | % 'sz' Fosfatidilsetina .

f \*)
*?"‘% : g
s :
R C m
.'_,5.5{'_': > o AL ;‘-SFJ
Célula normal Primeros estadios apoptosis Estadios tardios apoptosis
CONTROL CELULAS TRATADAS
G Apoptosis
1 DS 1 I]5 Necroticas tardia/necréticas
10 10
P P
10° 10°
2 2
10 10 Apoptosis
0 0 temprana
0 102 10° 10t 10° 0 100 10° 10 10°
AnexinaV AnexinaV

Figura 2.4.2.1. Panel superior representacion de la externalizacion de la fosfadilserina, y en el panel inferior, dot plot obtenido en el

citometrode flujo.

Se sembraron entre 100.000-150.000 cel/well (placas de 12, 1 ml). Se consideraron un
control negativo (células sin tefiir), un control de anexina (+) y control de IP (+), sumado
al control respectivo del ensayo a largar. Se incubd ON vy se realizé el tratamiento con
las concentraciones de los complejos correspondientes. Para el sacrificio, se recogio el
medio condicionado de los wells y se los colocé en tubos de 15 ml, se lavd con PBS las
placasy el sobrenadante se colocé en el mismo tubo. Se agregd 300 ul de tripsina-EDTA
o tryple ™ en cada well, se incubd 4 min a 37°C y luego se inactivé el tryple™ o tripsina
con 600 ul de medio con SFB. Todo se pasé al tubo y se centrifugd a 500 rpm por 5 min.
Posteriormente, se elimind el sobrenadante y se agregaron500 pl de PBS para el lavado.
Se realizé una segunda centrifugacién a 500 rpm por 5 min. Para marcar las células con

las sondas se elimind el PBS y se agregd 100 ul de buffer anexina, y luego se adiciond 2
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pl de anexina, se incubé 20 min a T° ambiente y en oscuridad. Antes de realizar la
medicion se adiciond 1 pl de IP (stock: 1 mg/ml) a los tubos. Las medidas se llevaron a
cabo en un citdmetro de flujo BD Accuri (Instituto Pasteur de Montevideo) y el Facs
Calibur (Instituto de Estudios Inmunolégicos y Fisiopatol 6gico), en los canales FL1y FL2,
los datos se analizaron con el programa Flowlo, y se usé el Dot plots como grafico para
representar los mismos. Como control positivo, se colocé 25 uM de estaurosporina por

4 hrs.

2.4.2.2 Microscopia de fluorescencia

Otro método para evaluar este proceso es mediante microscopia. Se realiza utilizando
colorantes con afinidad a la cromatina. Puede realizarse simplemente una tinciéon con
hematoxilina-eosina, aunque generalmente se prefieren colorantes fluorescentes
fundamentado en su mayor sensibilidad. Si se emplean células fijadas, puede emplearse
Hoechst, DAPI, IP, etc. Sin embargo, mediante la eleccion de colorantes adecuados,
puede lograrse la identificacién de células apoptoticas y necréticas en cultivos frescos,
sin fijacion previa. Para ello, se utiliza la combinaciéon de Naranja de Acridina (NA), un
colorante vital, que penetra en todas las células, y bromuro de etidio (BrEt), el cual solo
penetra en las células muertas. La tincion verde del NA permite la identificacion de
células apoptéticas segun los criterios morfolégicos del nucleo, es decir condensacion y
fragmentacion nuclear. Este colorante tifie en menor medida el citoplasma, lo que
facilita la observacion, ya que puede determinarse al mismo tiempo, redondeamiento
celular, burbujeo de la membrana y hasta la expulsiéon de cuerpos apoptéticos. A
diferencia de la célula apoptodtica, la célula necrdética, no muestra ninguna de estas
caracteristicas, por lo que la tincion con NA, al menos en los primeros estadios de la
necrosis, es indistinguible de una célula viva. Para ello se utiliza una segunda marcacién
con IP. Si una célula presenta un nucleo no condensado ni fragmentado, y es permeable
al IP, esta célula es necrética. En cambio, si la célula es permeable al IP pero presenta un
nucleo condensado, se trata de una necrosis secundaria a la apoptosis y la célula se
categoriza como apoptdtica, apoptosis tardia. Las siguientes caracteristicas caracterizan

uno u otro proceso:
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° Nucleos verdes, pdlidos (no condensados), no fragmentados: célula viva.

° Nucleos condensados, posiblemente fragmentados, con tincidén verde o casi
amarilla: célula apoptética.

° Nucleo naranja o rojo, no condensado: célula necrotica.

° Nucleo naranja, condensado, fragmentados: necrosis secundaria, se cataloga

como apoptéticas.

Para este experimento, las células fueron sembradas a una densidad de 50.000 cel/well
sobre cubreobjetos, en una placa de 24 wells. Luego de una incubacién overnight, se
tratd las células con los complejos a las concentraciones y tiempos deseados. Luego del
tratamiento, se elimina el medio de cultivo y se reemplaza por 5 pgr/ml de NA por 1 hr
y luego 3 min con IP en PBS. Se lavd con PBS. La evaluacion se realizé de inmediato, por
lo que se tomd el cubreobjeto y se lo puso contra un portaobjeto, sin medio de montaje.
Se analizaron en un microscopio de fluorescencia Arcano, con filtros verde y azul. Se

observaron las células apoptéticas cada 500 células totales.
2.4.2.3 Activacion de caspasa3/7

Parael estudio de la activacionde la caspasa 3/7 se utilizo un kit comercial de citometria
de flujo denominado CellEvent™. Este kit permite la deteccién por citometria de flujo de
caspasa-3y caspasa-7 en célulasapoptéticas. El kit incluye el reactivo de deteccién verde
de caspasa-3/7 CellEvent™ de sustratos fluorogénicoy el reactivo SITOX (reactivo B) que
discrimina células vivas y muertas. El reactivo de deteccidon verde de caspasa-3/7
CellEvent™ es un reactivo que penetra en las células y que consta de un péptido de
cuatro aminodcidos (DEVD) conjugado con un colorante de unién de acidos nucleicos.
Durante la apoptosis, las proteinas caspasa-3 y caspasa-7 estan activadas y pueden
disociar la secuencia de reconocimiento de caspasa 3/7 codificada en el péptido DEVD.
La disociacion de la secuencia de reconocimiento y el enlace de ADN por el reactivo,
marca las células apoptdticas con una sefial brillante fluorogénica que tiene una
absorcion/emision maxima de 511/533 nm aproximadamente. Cuando se utiliza junto

con la tincion de células muertas SYTOX, las células apoptodticas se pueden discriminar
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de las células vivas y necréticas. En la figura 2.4.2.3 se esquematiza el fundamento de

este kit de ensayo.
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Figura 2.4.2.3. Fundamento del kit de ensayo para determinar la activacién de las caspasas 3/7.

Se sembraron 500.000 cel/ml en placa de 12 wells, se incubd ON y se realizd el
tratamiento de las mismas con las distintas concentraciones de complejo. Se usd
estaurosporina como control positivo. Luego del tratamiento durante el tiempo
deseado, se lavaron las placas con PBS, se recogio el sobrenadante en un tubo de 15 ml,
se trataron las placas con 100 pl de tryple ™ por 5 miny luego se agregaron 200 pl de
medio completo. Se levanté todo en el mismo tubo y se centrifugd por 5 min a 1500
rpm. Se descartd el sobrenadante y se resuspendié con 500 ul de PBS. Se agregé 1 ul del
reactivo A (concentracion final 500 nM), y se incubé por 45 a 60 min a T2 ambiente,
protegido de la luz. Durante los 5 min finalesse agregd1 ul de reactivo B (concentracién
final 1 uM). Se analizaron las muestras sin fijar, usando una longitud de onda de
excitacion de 488 nm y colectando la emision usando el filtro 530 para el reactivo de
caspasa y 690 para el reactivo Sytox. Se analizé en el citdémetro BD Accury y los datos

obtenidos se analizaron en el programa FlowJo.
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2.4.3 Potencial Redox

2.4.3.1 Determinacion de especies reactivas del oxigeno

Se midio la produccién de ERO usando dihidrorodamina 123 (DHR 123) como sonda. El
reactivo de permeabilidad celular DHR 123 es un colorante fluorogénico que es util para
la deteccién de ERO como el perdxido y el peroxinitrito. Después de la captacion celular,

el DHR 123 se oxida por ERO en un compuesto fluorescente (rodamina 123).

Se llevd a cabo de la siguiente manera, se sembro una placa de 24 wells con 100.000-
150.000 cel/well, volumen final 1 ml. Se incubd ON. Se prepard las soluciones stock de
los compuestos a ensayar con el disolvente adecuado (DMSO) a una concentracién tal
gue en la placa el disolvente no supere el 0.5%. El control se realizd solo con el disolvente
a una concentracién del 0.5%. Se adicionaron los complejos en la placa y se dejo
incubando por el tiempo deseado. Pasado el tiempo de incubacion, se descarté el medio
de cultivo, se lavé con buffer Hanks 1X, y se colocé la sonda DHR123 a una concentracion
final de 10 uM, y se incubd por 30 min a 372C en oscuridad. Se lavé con solucion de
Hanks dos veces, se colocd tritdn 0.1% y se incubd en oscuridad por 45 min. Pasado este
tiempo, el extracto celular fue analizado para determinar el producto oxidado por
fluorescencia. Las longitudes de onda a las cuales se llevd a cabo la medida fueron, Aexc
300 nm y una Aemi 610 nm, en el espectrofluorimetro Shimatzu. Luego se normalizd y

corrigid por el contenido proteico por el método de Bradford.
2.4.3.2 Relacion GSH/GSSG.

El fundamento de la técnica estd representado en lafigura 2.4.3.2. El estudio del sistema
antioxidante, se llevd a cabo de la siguiente manera, se sembraron alrededor de 100.000
cel/ml en placa de 24 wells, se incubd ON, y luego se realizé el tratamiento con los
complejos a las concentraciones deseadas por 24 hrs. Se descartd el medio, se lavd con
100 pL de PBS frio, se descartd. Se agregaron 250 ul de tritdon X-100 al 0.1%, se incubd
en heladera cubierto de la luz por 30 min. Se homogeneizo el lisado celular y se dividié

la muestra en 2 partes, una para medir GSH y la otra para medir GSSG. Para medir el
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GSH, se colocé en los tubos correspondientes a cada condicion, 100 pl de muestra, 1.8
ml de buffer GSH, 100 ul de OPT, se incubd en oscuridad por 15 min, y se determind la
fluorescencia en el fluorémetro Shimatzu a una longitud de onda de excitaciéon de 350
nm y de emisién a 420 nm. Para determinar GSSG, en cada tubo se colocé 100 pl de
muestra, 20 pl de NEM (enmascara el GSH), incubar en oscuridad por 20 min. Luego se
adiciond 1.8 ml de buffer GSSG y homogeneizar (el GSSG paso a GSH), se adicionaron
100 pl de OPT y finalmente se determind la fluorescencia a la misma longitud de onda.

Para el calculo de la relacién de uso la siguiente formula:

GSH/GSSG = (IF GSH) — (IF GSSG)/ IF GSSG 2.
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Figura 2.4.3.2 Fundamento del método para determinar la relacion GSG/GSSG.
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2.4.3.3 Potencial de membrana mitocondrial (PMM).

La evaluacion de la despolarizacion de la membrana mitocondrial es uno de los métodos

mads usados para la identificacidon de apoptosis por citometria de flujo.

El PMM se determind de dos maneras, 1) por espectrofluorescencia, usando la sonda

rodamina y DIOC6 2) por citometria de flujo usando la sonda DIOC6.

En el 1er método, se sembraron 150.000 cel/ml en placa de 24 wells, se incubaron ONvy
se realizo el tratamiento correspondiente. Luego del mismo, se descartd el medioy se
lavé con PBS la placa. Se incubd con rodamina (5 pgr/ml) por 30 min. Se lavé con PBS
frio, y se incubd otros 30 min con DMEM. Se lavé nuevamente con PBS y luego la sonda
se extrajo con una mezcla de etanol/agua 1:1. La fluorescencia se leyd a una longitud de
onda de 505 y de emisién de 560 nm. Por otro lado, se usé la sonda DIOC6 a una
concentracion final de 400 nM. Fue agregada a cada well e incubada por 30 mina 37°C
en 5% de CO;. Luego de la incubacion se lavd las células con PBS, se elimind el

sobrenadante, y se agregd 500 ul de PBS. Se levantaron las células mediante scrap.

El segundo método se llevd a cabo usando citometria de flujo, con la sonda DIOC6
(yoduro de 3,3’-dihexiloxacarbocianina). Esta sonda es ampliamente usada como
indicador citofluorométrico de las variaciones en el PMM. Es una sonda que permea las
células, tienen fluorescencia verde y es selectiva para las mitocondrias cuando es usada
a bajas concentraciones. Para producir resultados rigurosos y reproducibles, la
concentracion de la sonda y el numero de células deben ser monitoreados. DiOCe es un
fluorocromo que se incorpora en mitocondrias con elevado potencial de membrana
mitocondrial. Sin embargo, cuando la mitocondria padece un decaimiento de potencial

de membrana, se produce una pérdida de este fluorocromo y, consecuentemente, una

pérdida de la fluorescencia detectada por citometria de flujo.

El protocolo llevado a cabo fue el siguiente, las células fueron plaqueadas a una
concentracion de 150.000 cel/ml en una placa de 12 wells, se incubaron ON y se llevd a
cabo el tratamiento deseado. La sonda se diluyd en PBS para obtener una concentracion

final de trabajo de 0.1 uM. Se levantaron las células con tryple TM, se trataron las
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mismascon la solucién de trabajo a 37°C, en oscuridad por 15 min., y luego se centrifugd
130 g por 5 min. Se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las célulasen PBS a T2
ambiente. Se lavd dos veces y se evalud en un citdmetro de flujo Becton Dickinson
FACScalibur junto con una sonda de viabilidad, verde de metilo. Los datos se colectaron
en los canales FL1y FL3, y se realizaron histogramas para ver el corrimiento de los picos.
Como control positivo de la alteracion del PMM se utilizé carbonil cianida
clorofenilhidrozona (CCCP). Esta sustancia es un acido débil, soluble en lipidos y un
potente agente de desacoplamiento mitocondrial, ya que aumenta la permeabilidad de
protones a través de la membrana mitocondrial interna, disipando asi el potencial de la
membrana, con la consecuente despolarizacion mitocondrial (Carbonyl Cyanide
Chlorophenylhydrazone - an overview | ScienceDirect Topics, n.d.). Las células se
expusieron por 30 min a este reactivo a una concentracién de 0.5 umol/l. Los datos

fueron analizados en el programa FlowJo 10.0.
2.4.4 Ensayos de genotoxicidad

2.4.4.1 Formacion de micronucleo

El ensayo de micronucleos (MN) puede ser efectivo si pueden identificarse las células
gue se hayan dividido 1 vez luego de la exposicion, porque solo las células en division

pueden generar un MN.

Los micronucleos son cuerpos de cromatina rodeados por membranas y son visibles
durante la interface celular. Los MN contienen fragmentos cromosémicos asi como
cromosomas enteros, luego de una alteracion en la segregacion cromosémica durante
la etapa de anafase. Por lo tanto, su origen estd asociado a una mutacién cromosdmica
numérica o estructural. Debido al origen del MN, permite detectar efectos en la
estructura del cromosoma, agentes clastogénicos, o errores durante la segregacion,
agentes aneugénicos. Estudios mostraron que MN puede realizar sintesis de ADN y
pueden ser reincorporados a los nucleos, en las mitosis siguientes, dando lugar a
cariotipos anormales. Esta sintesis de ADN es defectiva y asincronizada, llevando a dano
del ADN post replicativo. Esto produce una fragmentacién extensiva del cromosoma en

el MN cuando la célula llega a la mitosis, como consecuencia de la compactacion de,

e
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cromosoma mientras la replicaciéon aun esta activa, “condensacion prematura del
cromosoma” (Russo & Degrassi, 2018). En la figura 2.4.4.1 se representa la formacidn

de los micronucleos.

Experimentalmente, se sembraron 50.000 células en un volumen final de 2 ml en placa
de 6 wells. Se incubdé overnight, y se adiciond la sustancia a testar, en las
concentraciones deseadas. Estas diluciones se realizaron en medio de cultivo con suero
fetal bovino. El control positivo del ensayo se realizd con un pulso de 30 min de
bleomicina (BLM) a una concentracién final de 1 ug/ml. Luego de los 30 min, se elimind
la BLM y se adiciond medio de cultivo completo, y a todos los wells se adiciond
citocalasina B. Luego de una incubacién overnight se realizo el sacrificio. Se descarté el
medio, se lavd con un 1 ml de PBS y se agregaron 2 ml de solucién hipoténica, 0.075M
KCI, por 5 min a 37 2C. Luego se realizé una prefijaciéon con 1 ml de una solucién 3+1 de
metanol/acido acético, durante 10 min, a T2 ambiente. Luego de este tiempo se descarto
el sobrenadante y se agregaron 2 ml de metanol frioy se incubd 10 mina -202C. Luego
de este tiempo se descartd el metanol, se dejo secar y se procedié a tefiir con Giemsa al
5% durante 10 min. Se lavé con agua, y se dejo secar. Se realizd la observacion en un
microscopio de contraste de fase, se contaron 1000 células binucleadas a 400x por
condicion. Los criterios empleados para su identificacion fueron reportados por Fenech:
los MN son morfoldgicamente idénticos, pero mas pequefios que los nlcleos normales,
su didmetro es entre 1/16 y 1/3 del nucleo principal, no refractario, no esta unido al
nucleo principal por un puente nucleoplasmico, y puede algunas veces existir una

superposicion con el nucleo principal (Fenech, 1993).
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Aneugénico

—

Clastogénico [

Figura 2.4.4.1. Esquema grdfico de la formacidn de microntcleo, como consecuencia de la accion de un compuesto genotoxico,

aneugeénico o clastogénico.

2.4.4.2 Ensayo cometa

La electroforesis de célula individual (SCGE) o ensayo cometa, desarrollado por
N.P.Singh, es un ensayo para detectar rupturas de simple o doble hebra del ADN. Luego
fue modificada para detectar una variedad de otras lesiones, como las bases oxidadas,
detectadas mediante el uso de Endonucleasa Ill que detecta pirimidinas oxidadas. Es un
ensayo ampliamente usado en humanos para monitorear dafio en el ADN como
marcador de exposicidn a agentes genotéxicos o parainvestigar efectos genoprotectivos

(Collins et al., 2014; Dhawan etal., 2007).

Las ventajas de esta técnicaincluyen: 1) la coleccién de datos a nivel de célulaindividual,
permitiendo estadistica mas robusta, 2) se requiere bajo nimero de células por muestra,
3) la sensibilidad para detectar dafio en el ADN y 4) cualquier célula eucariota es capaz
de ser analizada. (Dhawan et al., 2007). Enla figura 2.4.4.2 se representa, mediante una

fotografia, los cometas.

Se prepard agarosa de punto de fusion normal (APFN) al 0.5% en PBS. Se fundié en
microondas y se tomd entre 150 a 180 ul para extenderla sobre portaobjetos. Se dejé

solidificar la agarosa en estufa o a T2 ambiente hasta que se seque.
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Por otro lado, se sembraron entre 15.000 a 30.000 cel/ml en una placa de 12 wells. Se
incubd overnight y luego se realizé el tratamiento correspondiente por 24 h, con dosis
en las que la viabilidad de las células es entre un 70 a un 80%. Para el control positivo se
realizé un pulso de 20 min con 20 ul de BLM. Luego de este tiempo se tripsinizaron las
células, y se inactivé con medio de cultivo completo. Se levantd cada una de ellas en un
eppendorf, se centrifugd a 1000 rpm por 5 min y se descartd el sobrenadante. Ademas,
se preparo agarosa de bajo punto de fusién al 0.5% en PBS. Se la fundid y se agregé 75
ul al eppendorf con las células tratadas. De esta mezcla se tom6 un volumen de 15 uly
se las coloco sobre el portaobjeto previamente tratado. Luego por encima se colocd un
cubreobjetos, se lo dejo en heladera hasta que la capa de agarosa se endurezca (5 a 10
min). Se desliz6 suavemente en forma lateral el cubreobjetos y las ldminas se
sumergieron suavemente en solucion de lisis fresca y fria (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA,
10 mM Tris, ajustar pH 10 con NaOH, al momento de usar adicionar Tritén X-100 1 mly
DMSO 10 ml colocar a 4-82C), protegidos de la luz y dejar a 42C por 1 hr como minimo.
Luego de este tiempo, se retiraron los portaobjetos de la solucién y se los colocd en una
cubeta horizontal (sumergida en bafo de hielo) que contenga el tampdn de
electroforesis (NaOH 10 M, EDTA disédico 200 mM) a 42C, protegidos de la luz y se
incubd por 20 min para que ocurra el desenrrollamiento del ADN. Se corrié la
electroforesis durante 30 min a 25V y 250 mA. Luego se retiraron cuidadosamente las
[aminas de la cubeta y se efectuaron 3 lavados con tampon de neutralizacién (Tris-HCl
0.4 M pH 7.5) a intervalos de 5 min y uno final con agua destilada (gota a gota). Se dejo
secar a T2 ambiente. Los portaobjetos se tifieron con SYBER Green (1:5000). Para la
lectura de las [dminas se utilizd un microscopio de fluorescencia, objetivo 40x y con
filtros de excitacién 515-560 nm con filtro de barrera 590 nm. Se cuantificaron 100
células por tratamiento y se tomaron fotos para medir la longitud del cometa desde el
centro del borde delantero hasta el ultimo grado visible en la cola. Para esto se utilizd
un software Comet Score™ Freeware v1.5, con el cual se mide el tail moment de cada
una de las células. La distancia de migracién del ADN se usa para medir el grado de dafio

del ADN.
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Figura 2.4.4.2 Fotografia de cometas celulares, como consecuencia de la accidn de algtin compuesto genotoxico.

2.4.5 Ensayos de migracion e invasion celular
2.4.5.1 Herida

El ensayo de la herida (traducido del idioma inglés “Wound Healling”) es uno de los
ensayos que mas se acercan al estudio de este proceso debido a su simplicidad y
facilidad para la visualizacién de las células durante la migracién. El fundamento de esta
técnica se basa en crear una region libre de células, la cual es generada fisicamente
eliminando las células de las monocapa. La introduccién de esta herida provoca varias

respuestas celulares, entre ellas el crecimientoy la migracién celular (Riahi et al., 2012).

Experimentalmente se sembraron células en placa de 12 wells, el nimero se células
varia de acuerdo a la linea celular. Se dejo crecer por 24 horas o hasta confluencia del
90%. Luego de este tiempo, se elimind el medioy se realizé la herida con un tip amarillo
estéril. Se arrastrd por la monocapa con un angulo de inclinacién de 30 grados, guiado
por una regla flameada, para lograr una herida lo mas recta posible. Se lavé la placa con
PBS. En este momento se tomaron fotos de la herida para el tiempo cero (t0). Luego se
colocaron los complejos a las diluciones correspondientes. Se hizo el tratamiento por 24
hrs. Luego se elimind el medio, se lavé con PBSy se procede a la tincién de las placas. Se
fijo con metanol por 10 min, y luego se colocé giemsa al 5% por 10 min. Finalizada la
coloracioén, se tomaron las fotos, (t24). El analisis de las graficas se hizo con el programa

Imagel, y se utilizo la siguiente formula:
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% de migracién = ((area de la herida original —

area de la herida a las 24 hrs)/(area de la herida original)) * 100
2.4.5.2 Formacion de invadopodias

Este protocolo se basa en la utilizacion del colageno tipo |, el principal componente de

la MEC en tumores sélidos, como soporte para la invasion de las células.

Preparacion de las placas: se realizé con una solucion de coldgeno tipo | a una
concentracién final de 1 mgr/ml, mezclando colageno, 0.25M NaHCO 3, medio de cultivo
y NaOH 1N. Se obtiene una solucion de color violeta debido al rojo fenol, como indicador
de pH, mayor a 9. Esta solucidon se mantuvo en hielo para evitar su gelificacién. En una
placa de 12 wells, que se mantuvo en hielo, se colocaron 750 pl de esta solucion, y para
permitir la gelificacion del coldgeno se colocé en estufa a 372C por 1 hr. Se obtuvo una

capa aproximadamente de 250 um de espesor.

Preparacionde células: lascélulas se levantaron con digestion enzimatica con tryple TM,
a partir de un cultivo con crecimiento exponencial, con un 70% de confluencia. Se
contaron las célulasy se preparé una suspension celular de 1x10° cel/ml. La suspension
celular se prepard en medio de cultivo con la sustancia a testear. Se sembro la mezcla
sobre la superficie del colageno. Se incubaron las células a 372C. Luego del tiempo
establecido, se calculé el indice de invasion (células con extensiones invasivas vs nimero

total de células * 100) presentes en 10 a 15 campos microscépicos.

Este experimento estd representado en la figura 2.4.5.2.
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Figura 2.4.5.2. Esquema del experimento llevado a cabo para evidenciar la inhibicion de la formacion de invadopodias.

2.4.5.3 Zimografia

La zimografia es un ensayo simple para detectar enzimas proteoliticas capaces de
degradar gelatina de varias fuentes bioldgicas. Es particularmente util para evaluar 2

miembros claves de |la familia de las metaloproteinasas, MMP-2y MMP-9.

Este método se basa en una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), permite
detectar actividad enzimatica. El sustrato es copolimerizado con la matriz de
poliacrilamida. Las muestras para zimografia, no son expuestas a condiciones
reductoras, no deben ser calentadasy tratadas con 2-beta mercaptoetanol (Wilkesman,
2017). Hay varios tipos de zimografia, de acuerdo al tipo de enzima que se desee
detectar. En este tipo de zimografia en la que se usa gelatina como sustrato, se puede
evaluar: el tipo de gelatinasa presente, su cantidad relativa y el estado de activacién en
cultivos celulares, tejidos y fluidos biolégicos. La habilidad inherente de las gelatinasas
de hidrolizar colageno |, es la base para la deteccion de las MMPs por zimografia en
gelatina. Este ensayo permite la identificacién de la actividad gelatinolitica en muestras
bioldgicas usando un gel de poliacrilamida con SDS copolimerizado con gelatina. Para
conservar la actividad enzimdtica, las muestras se someten a electroforesis bajo

condiciones no reductoras. Remocion del SDS del gel con Triton X-100 y la incubacién
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con buffer de calcio produce la renaturalizacion de las enzimas, las cuales hidrolizan
luego la gelatina del gel. Luego de la tincidn del gel con Coomasie Blue, la presencia de
las enzimas es detectada como bandas transparentes en un fondo azul. Durante la
zimografia, la presencia de SDS resulta en una estructura terciaria desnaturalizada y una
disociacion del pro-dominio del sitio activo. Una vez que el sitio activo es expuesto, la
enzima puede iniciar la degradacién de la gelatina luego de la renaturalizacién parcial.
El SDS también disocia la unién entre la gelatinasa activa y los inhibidores enddgenos.

(Toth & Fridman, n.d.).(Wilkesman, 2017).

Experimentalmente se procedid de la siguiente manera, en una placa de 12 wells, se
sembraron las células, y se dejaron en cultivo a 372C, hasta que las células estuvieran
adheridas a la placa, lo cual depende de la linea celular. Una vez las células estuvieran
adheridas, se elimina el medio, se lava con PBS y se colocaron 200 ul de las diluciones
del compuesto a testear. Se incubd 24 hrs en estufa gaseada a 372C. Se preparé un gel
de poliacrilamida al 8% con 1% de gelatina. En el ensayo se usoé el sobrenadante, el cual
se mezcld con buffer de siembra 2x, y se sembraron 20 ul. La muestra se corrid 15 min
a 80V y luego 120 min a 100V. Finalizada la electroforesis se lavd 4 veces con el buffer
de lavado cada 15 min durante 1 hr. El mismo contiene Tris-HCI 50 mM pH 7.6 y Tritdn
X-100 al 2%. Luego se elimind el buffer con agua destilada. Luego de los lavados se
incubd el gel con el Developing Buffer en agitacion durante 30 min. Este buffer consta
de Triton-X100 2.5%, Tris-HCI50 mM pH 7.5, CaCl25mMy ZnCl> 1 uM. Pasado el tiempo
de incubacion, se lavd y se colocd Developing Buffer 2, y los geles se colocaron a 37°C
en estufa sin agitacién por 18 a 48 hrs, dependiendo de la actividad de MMPs de las
muestras. Este Ultimo buffer contiene Tris-HCI 50 mM pH 7.5, CaCl210 mM, ZnCl2 1 uM
y NaCl 200 mM. Finalmente, una vez que se desarrollé la actividad gelatinasa se lava el
gel con agua destilada y se tifie con Commasie Blue por 1 a 2 hrs, y se destifie con una

mezcla de 10 ml de metanol mas5 ml de HAcy 85 ml de agua destilada.
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2.5 Interaccioncon ADN

Antes de iniciar con este ensayo, se prepard el Ct-ADN y calculd su concentracién por
espectroscopia U.V. Para ello a 2 g de Ct-ADN se le adicionan 2 ml de NaCl 0.09%. lLa
solucién se incubd a 42C, en ausencia de luz por 12 h para que se disuelva en forma
Optima. Para determinar la concentracién se preparé una dilucion 1:20 empleando 20
ul de la solucién de ADN, se midié la absorcién en un rango de A de 200 a 400 nm,
sabiendo que tiene una banda caracteristica a 260 nm. Sabiendo que el ADN tiene un
coeficiente de extincién molar de 6600 mol.cm?, se calculd la concentracidon de ADN con

la siguiente formula:

A=ExLxC
La uniéndel complejoal ADN, es caracterizada, entre otras, por dos variables: variaciones enla
absorbancia (hipo o hipercromismo) y por el desplazamiento en la longitud de onda. Estos
efectos se deben almodo de interaccion entre elcromdéforo aromatico y los pares de bases del

ADN.

2.5.1 Modificacion de variables
2.5.1.1 Mantener constante la concentracion de Ct-ADN, variar

la concentracion del complejode 0 a 500 uM

Para estimar la naturaleza de las interacciones supramoleculares, se monitorearon los

cambios en la absorbancia a 260 nm luego de equilibrarlo 10 min a 372C.

2.5.1.2 Mantener constante la concentracion del complejo.

Variar la concentracion de Ct-ADN de 0 a 500 u

Para determinar la constante de unién del complejo, Kb, se monitorearon los cambios

en la absorbancia. Esto se llevd a cabo usando la ecuacion de Wolfe-Shimer (ecuacion 1)

y los datos fueron analizados por la aproximacion de Hildebrand (ecuacion 2)
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[ADN]/(Ea—Ef) = [ADN]/(Eb—Ef)+ (1)/(Kb(Eb — Ef)
Ecuacidn 1.

Ecuacion 2.

Ao _ &G N eG
A—Ao (eH—-G)—eG (eH—-G)—¢G

x1/K[ADN]

K: constante de asociacidn/union

Ao: absorbancia de la droga

A: absorbancia del complejo con ADN

€a: coeficiente de absorcion de la droga

g6-H: coeficiente de absorcién de la droga unido al ADN

2.5.1.3 Espectro de fluorescencia

El decaimiento del espectro de emisidon y luminiscencia del complejo fue realizado en
concentraciones crecientes de Ct-DNA. Los datos fueron analizados de acuerdo a la

ecuacion de Sterm-Volmer.
(10/1) =1+ KSV[CtDNA]

lo/I= intensidad de fluorescencia, calculado como la integral bajo todo el espectro en

ausencia y presencia de Ct-ADN.
Ksv= constante de Sterm-Volmer.

Desplazamiento de BrEt: el BrEt es un agente intercalante del ADN. Tras la intercalacion
en las bases, el BrEt aumenta su fluorescencia aproximadamente 25 veces con respecto
a lasolucién madre. En presencia de un agenteintercalante, puede competir y desplazar

al BrEt, por lo tanto la fluorescencia del BrEt-ADN-Complejo disminuye. La excitacion del
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BrEt 540 nm, y se hace un registro en un espectro a 550 a 800 nm en presencia de

cantidad crecientes del complejo.

2.6 Captacion celular del Cu por Espectroscopia de Absorcion
atémica acoplada a plasmainducido (ICP-MS)

Se midié la acumulacion de Cuintracelular, por la técnica absorcién atomica acoplada a
plasma inducido (ICP-MS) siguiendo el protocolo de Pierce y colaboradores con algunas

modificaciones. (Price et al., 2011).

Se sembraron 2x10° células en placas de 10 mm en un volumen final de 8 ml con DMEM
completo, hasta 80-90% de confluencia. Llegado a esta confluencia se colocaron los
complejos por 24 h. Al dia siguiente, se pasd el sobrenadante a tubos de 15 ml, se
centrifugd a 500 rpm por 10 min. Se descarté el sobrenadante. Se disgregdé la monocapa
por tratamiento enzimatico, se inactivd con DMEM completo y se transfirida los mismos
tubos. Se centrifugaron las muestras en una centrifuga Rolco CM 2036 de angulo
oscilante a 500 rpm durante 10 min. Se descarto el sobrenadante. Luego se lavé el pellet
2 veces con PBS frio, se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones, y se descartd
el sobrenadante, sacando la mayor cantidad posible. A cada tubo se agregaron 150 pl
de Triton X-100 0.1% v/v. Se agité en vortex por 10 min con el finde inducir lalisis celular.
Se separaron 10 ul para medir proteinas. Luego a cada muestra se agregd 1 ml de HNO3
al 20%, para la digestiéon de las muestras, se homogeneizaron en vortex, y luego se
colocaron los tubos en un ultrasonido a 552C a madxima potencia por 60 min
aproximadamente. Luego de este tiempo, se colocd a 42C por 48 h. Finalmente, las
muestras se colocaron nuevamente en ultrasonido a 552C 2 h. Se centrifugaron las

muestras a 3000 rpm por 20 min, y se trasvasaron 1000 pl a nuevos tubos de centrifuga.

Las muestras fueron analizadas en un espectrémetro de emisién atémica acoplado a
plasma Inducido, Shimadzu, modelo ICPE-9820 (Unidad PlaPiMu LaSelSiC CIC-UNLP).
Previamente, las muestras fueron trasvasadas cuantitativamente a matraces aforados
de 10 mly llevadas a volumen con agua destilada (Tipo I, conductividad eléctrica a 25°C

< 1.0 mS/cm). Posteriormente fueron filtradascon filtrosjeringa de 0.45 um y analizados
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para cobre. La concentracion de Cu fue calculada como microgramos de metal por

miligramo de proteina basado en la concentracion de proteinas del cultivo celular.

2.7 Sistemade cultivo 3D, Esferoides

La formacion de los esferoides ocurre espontaneamente en ambientes donde las
interacciones célula-célula predominan sobre las interacciones célula-sustrato. Los
métodos convencionales para la formacidn de esferoides incluyen las técnicas: hanging-
drop o técnica de gota colgante, cultivo de células en superficies no adherentes (LOT),
produccion en cultivo en suspension, y estrategias de microfluidica. La capacidad de las
células de formar esferoides por una u otra técnica, depende del tipo celular. Carlsson y
colaboradores (Carlsson et al., 1983) estudiaron la capacidad de 39 lineas celulares (en
suspension y adheridas) de formar esferoides por la técnica LOT. Los autores
descubrieron que 10 de 12 lineas celulares normales y 16 de 27 lineas celulares
tumorales, eran capaces de generar esferoides por esta técnica. Los resultados
obtenidos ademas demostraron que la formacidn de esferoides es independiente del

método de cultivo usado, en suspensidon o en monocapa (Costa et al., 2018).

En este trabajo de tesis se utilizaron 2 de estas 4 técnicas anteriormente detalladas, LOT
(liquid overlay technique) y método de la gota colgante. Castachel y colaboradores y
Yuhas y colaboradores fueron los primeros autores en describir la técnica de LOT en
1970. Esta técnica se basa en la inhibicidn de la adhesion celular a la superficie donde
las células son cultivadas usualmente. Estas superficies tienen propiedades no
adherentes y por lo tanto las interacciones célula-célula son mas prominentes que
aquellas entre las células y la superficie. Consecuentemente, las células se agregan
llevando a la formacién de esferoides en 1 a 3 dias, para la mayoria de las lineas
celulares. Los esferoides producidos a través de esta técnica representan propiedades
de tumores sélidos, como lo demostré do Amaray colaboradores, quienes observaron
que la linea celular MCF7 de cdncer de mama era capaz de crecer como esferoides que
simulan las estructuras tubulares y acinares encontrados en un cancer de mama (Costa
et al., 2018b). Las placas son de poliestireno y tratadas con una capa de material no

adherente como el polimero poli-HEMA o polimeros naturales como agarosa. Esta capa
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reduce la union de las células a la superficie, lo que facilita la unién entre las células, con
la consecuente formacion de los esferoides (Langhans, 2018). Agar y agarosa fueron los
primeros biomateriales aplicados para el crecimiento de los esferoides por esta técnica
y actualmente siguen siendo muy usados por su bajo costo y facil manipulacion. Para la
preparacion de las placas, el agar o agarosa es disuelta en agua o medio sin SFB, y
esterilizados en autoclave. Luego la solucién es agregada en el well y se deja unos

minutos que la solucién gelifique a temperatura ambiente (Costa et al., 2018b).

La técnica de gota colgante fue inicialmente desarrollada por Keller y colaboradores,
para obtener agregados de células embrionarias y hasta ahora esta técnica ha sido
ampliamente usada para obtener esferoides tumorales. En esta técnica los esferoides
son producidos manteniendo las células en suspension dentro de una gota de medio de
cultivo. Luego de cierto tiempo, las células empiezan a sedimentar, promoviendo las
interacciones célula-célula y la formacién de esferoides con tamafios similares (Costa et
al., 2018b). El tamafio de los esferoides puede ser controlado por el nimero inicial de
células sembradas. Esta técnica requiere que los esferoides formados en las gotas sean
transferidos a una nueva placa con superficie no adherente con un volumen mayor de
medio de cultivo para asegurar condiciones éptimas de cultivo con los nutrientes y pH
adecuados para asegurar la formacion de esferas mas grandes a través del tiempo

(Langhans, 2018).

La ventaja de estas técnicas es que no requieren equipamiento o material sofisticado o
costoso, lo cual hace que sean potencialmente atractivos para aplicar en la produccion

de esferoides.

Los esferoides se formaron por 2 métodos distintos, dependiendo de la linea celular.
Experimentalmente se procedié de la siguiente manera: con las lineas celulares A549,
HT-29 y HT29 Nfk[3 se utilizé la técnica Liquid Overlayy con las lineas celulares MG-63 y

MCF7 se utilizo la técnica Hanging Drop.

° Liquid Overlay: (figura 2.7) se gelificé agarosa al 1.5% durante 30 s a 1 min, en
microondas a potencia media. Se colocd 50 ul de la misma en una placa de 96 wells, se

dejo en el flujo hasta su solidificacién. Luego el frasco con las células, se lavd con PBS, se

e
88



METODOLOGIA

levanté las mismas con Tryple ™y se adicioné medio completo. Se contaron las células
en cdmara de Newbauer. Luego se procedié a sembrar 150 ul de la dilucion celular en
cada well. Finalizado el procedimiento se incubd en estufa a 37°C y 5% CO». El medio se
cambid dia por medio. El nimero de célulasy el tiempo de incubacién requerido para la
formacion de los esferoides depende de la linea celular usada. En el caso de los
esferoides de HT29, la agarosa se diluyé en RPMI.

° Hanging drop: (figura 2.7) el frasco con las células, se lavé con PBS, se levanté las
mismas con Tryple ™, y se adicioné medio completo. Se contaron las células en cdmara
de Newbauer, para obtener la concentracién deseada de células. Una vez realizada la
dilucion en medio con SFB filtrado, en la tapa de una caja de Petri se realizan gotas de
15 ul, y en parte opuesta se coloca PBS para mantener la humedad. Se incubd la placa
en estufa a 37°Cy 5% COa2. Para la linea MG-63 la incubacién fue de 2 dias y para la linea
MCF7 se incubd por 3 dias. Pasado este tiempo se prepard una placa de 96 wells con
agarosa al 1%, se colocaron 150 pl de DMEM completo, y se coloca 1 gota por well. Se
incubaron por 48 h (MG-63) a 72 h (MCF7) en estufa con CO2 al 5% a 37°C. En la gota las
células confluyen y se unen para iniciar el proceso de formacion de los esferoides, y en

la segunda incubacion se terminan de formar los esferoides.

En ambos casos un microscopio de contraste de fase fue usado para monitorear la
formacion de los esferoides, tomando fotos cada vez, para examinar su tamano. Un
circulo 2D fue usado para la calibracidn. A partir de las fotos se midié perimetro y drea
con el software Imagel con la herramienta Poligono. La modificacion del area del
esferoide fue calculada comparando el drea de los esferoides tratados con el area de los
esferoides control al mismo tiempo. La herramienta Poligono del software Imagel fue
usada para marcar el limite de los esferoides, calcular el drea y la circularidad. La
circularidad fue calculada con la siguiente ecuacion, (411 X [Area])/[Perimetro] 2,y

los valores van desde 0 para un poligono alargado a 1 para un circulo perfecto.
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de la placa de Petri en las gotas

Liquid overlay.

Figura 2.7. Esquema de las distintas técnicas para formas esferoides.

2.7.1 Viabilidad celular en esferoides

Resazurina, es una sonda azul soluble, que es internalizada por las célulasy es reducida
a resorufina, un colorante rosa altamente fluorescente, que es liberado por las células
(figura 2.7.1). La fluorescencia es proporcional a la actividad metabdlica de la poblacion
celular. Es un sistema no invasivo para medir el nimero de células viables. Este método
fue usado para medir la viabilidad de los esferoides ya que no era necesario destruir el
mismo, para realizar la medida. La reduccidn irreversible de resazurina a resofurina, es
mediada por diaforasas intracelulares, lo cual genera una sefial fluorescente que es
medida por un espectrofluérometro. Este ensayo no es téxico para las células a la
concentracion y tiempos de incubacion. Y es un método indirecto muy util para medir la

cinética de proliferacion celular (Uzarski etal., 2017).

90



METODOLOGIA

NADHH"  NAD*,H,0

L]

HO 0 0 D NN Ny

Resazurina Resofurina

Figura 2.7.1 Fundamento del método de resazurina, para medir viabilidad de | os esferoides multicelulares.

Para llevar a cabo este experimento se formaron los esferoides, y luego se trataron con
distintas concentraciones de los complejos, por 24 a 48 h. Luego se agregd sobre esa
mezcla, 15 uL de resazurina, quedando una concentracién final de 400 uM. La resazurina
se incubd por 1 a 3 horas, dependiendo de la linea celular con la que se formod el
esferoide. Pasado este tiempo, se procedié a la lectura de la fluorescencia en un
espectrofluorémetro Shimadzu RF-6000 a una Aexc de 530 nm y de Aemide 590 nm. Como
blanco se realizaron pocillos que contenian agarosa, DMEM y resazurina. La viabilidad

fue expresada como porcentaje de las células control.

2.7.2 Microscopiade fluorescencia

Parallevaracabo esta técnica, se tifieron los esferoides con 2 sondas, FDA (fluoresceina
diacetato) e IP para la evaluacién de las células vivas y muertas. FDA es una molécula no
fluorescente, la cual al ingresar la célula es hidrolizada por esterasas citoplasmaticas, a
una sonda fluorescente, la fluoresceina. Este producto fluorescente es retenido por
células que tengan su membrana plasmaticaintacta, por lo que solo se puede identificar
las células viables (figura 2.7.2). Por otro lado, el IP es un agente intercalante
fluorescente que se puede usar para tedir células y dcidos nucleicos. IP se une al ADN
intercalando entre las bases con poca o ninguna preferencia de secuencia. Las células
muertas no pueden acumular o hidrolizar FDA, estas se van a tefiir con IP, quien

atraviesa las células cuyas membranas han perdido la integridad.
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Se prepararon las siguientes soluciones, 1) FDA, solucién stock, de 5 mg en 1 ml de
acetona (guardar a -20°C), y 2) IP solucién stock 2 mg en 1 ml de PBS. La solucién de

tincién, medio de cultivo sin SFB 6 ml, FDA 10 pl e IP 60 pl.

Una vez preparada esta solucion se procedié a la tincion de la siguiente manera, se
recolectaron los esferoides en una nueva placa, se removié el sobrenadante y se
adicionaron 100 pl de la solucién de tincion. Se incubaron las muestras a T2 ambiente
por 4a 5 minen oscuridad. Se removié la solucién de tincidn, se lavé con PBS, se agregd

PBS a las muestras y se analizaron por microscopia de fluorescencia.

Difusidn ineficiente

esterasa

Fluoresceina

Figura 2.7.2 Fundamento sonda FDA para tefiir esferoides.

2.7.3 Invasionen 3D

La naturaleza invasiva de las células cancerigenas estd relacionada a su potencial
metastasico, este proceso refiere a la migracion de las células en MEC. El potencial
invasivo y metastasico de las células tumorales son las responsables de la mayoria de las
recaidasy presentan un fenotipo mas agresivo (Riahi et al., 2012). La capacidad de las
células de migrar es un marcador de su transicidon epitelial-mesenquimal. Los ensayos
de migracion celular han sido desarrollados para testear drogas y su capacidad para
reducir su transicion a un fenotipo invasivo y metastdsico. Los estudios de invasién son
realizados colocando los esferoides en una superficie pretratada con por ejemplo

vitronectina, o una placa embebida en geles como colageno |, y midiendo la invasividad,
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asi como también analizando factores involucrados en la degradaciénde la matriz, como
las metaloproteinasas (Katt etal., 2016).

Los esferoides son embebidos en una matriz que consiste en coldgeno |, simulando la
matriz extracelular. Las células cancerigenas emergen del esferoide dentro de esta
matriz que la rodea y es monitoreado a través del tiempo. La generacién de los
esferoides inicialmente restringe el movimiento celular, por lo que esas células luego
son incentivadas a moverse luego de esta restriccién. Aln mads, una vez que esta
limitacion de movimiento es liberada, las células que egresan lo hacen de una manera
uniforme que permite su cuantificacion. El colageno tipo |, cominmente preparado por
una digestion dcida de tendones y otras estructuras densas de coldgeno, es mucho mas
gue una simple matriz que sostiene elementos del tejido conectivo y soporta estroma
de érganos del cuerpo. Se demostré que las caracteristicas fisicas del coldageno pueden
regular comportamientos celulares como la movilidad, por ejemplo, el alineamiento de
las fibrillas de coldgeno en la interfase estroma-tumor que permite subsecuentemente
migrar a las células a lo largo de estas fibrillas cuando invaden el estroma. El efecto de
la inhibicidn o la estimulacion de las vias de senalizacion que controlan la invasion
pueden ser monitoreadas luego que los esferoides han sido embebidos en estas

matrices (Berens et al., 2015).

Para llevar a cabo este experimento se procedié de la siguiente manera: se generaron
los esferoides de las lineas celulares. Una vez que alcanzaron el tamano deseado, se
prepard una placa con coldgeno I. La solucién de coldgeno se prepard con 70% de
colageno I, 10% SFB, 10% NaHCO3, 10% DMEM 10x, y se adicioné NaOH hasta que la
solucién tome color lila, indicando que llegd a pH aproximado de 9. En una placa de 12
wells se adicionaron 750 pl de esta solucién, y se llevd a estufa a 372C durante 1 h, para
su gelificacion. Por otro lado, se prepararon diluciones de la sustancia a testear en
DMEM. Se colocaron sobre la capa de colageno gelificada y luego a cada well se agregd
un esferoide. Se incubaron a 379C, y se realizaron observaciones cada 24 hrs. Luego de
observar invasion, se detuvo el experimento y se tomaron fotografias de los esferoides
control y de los tratados. Con el software ImagelJ se midié la distancia de las extensiones

desde el centro de los esferoides hasta el extremo de la invasidon y se realizd la
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comparacion con los esferoides tratados. Este experimento esta esquematizado en la

figura 2.7.3.

7 Solucionde

L colageno

Gelificacion372C
por 1 hora

T
esferoides \—‘

Incubacion. Mediciones
cada 24 hrs

No invasivas Invasivas

Figura 2.7.3 Esquema de técnica de invasion en coldgeno para esferoides multicelulares.

2.8 Inhibicionde la via NFkf enlalinea celular HT-29 NF-xB hr-GFP

Para este ensayo se utilizé la linea HT-29 NFkB hr-GFP, tanto en monocapa como en
cultivo 3D. Se sembraron 50.000 cel/ml en placa de 96 wells y los esferoides se
generaron por el método “liquid overlay”. Luego del crecimiento de los mismos, se
trataron con las concentraciones de los complejos deseadas, y a las 2 h se realizé una
estimulacién con TNF-a (1x10 > mgr/ml). Luego las placas fueron incubadas por 24 h en

estufa gaseada a 37°C.

Para este ensayo se realizaron los siguientes grupos de muestras, 1) células sin estimulo

y sin complejo (0% activacién de la via NFkB) 2) células con estimulo y sin complejo

B ———————————————
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(100% de activacion de via NFkB), 3) células sin estimulo y con complejos, y 4) células
con estimulo y con complejo. Las muestras 2D luego del tiempo de incubacidn, se
trataron con Tryple™por 5 min, luego se inactivd con medio completo y se recogieron

en tubos de 1.5 mly se les afiadié 1 pl de IP, para analizar la muerte celular.

Los esferoides se pasaron a una placa de cultivo con fondo en U, se centrifugaron a 260g
por 5 min, se lavd con 100 ul de PBS, se centrifugaron a 260g por 5 min a 42C, luego se
adiciond triple por 10 miny se agregaron 200 pl de medio completo parainactivar. Estos,
luego se pasaron a tubos de 1.5 ml y se colocé 1 ul de IP al momento de analizar las

muestras.

En ambos casos, las muestras fueron analizadas por citometria de flujo, Attune NxT,
Acousting Focusing Citometer, equipados con los lasers 488 nm y 635 nm. La proteina
verde fluorescente (GFP) y el ioduro de propidio (IP) fueron detectados con el filtro
530/40 y 613/20, respectivamente. Para cada muestra, 10.000 células fueron
analizadas. Solo las células IP negativas fueron consideradas para el resultado, vy el
porcentaje de células GFP positivas fue normalizado con el porcentaje de células

obtenidas con TNF-a.
2.9 Estudiosinvivo

2.9.1 Evaluacion de la actividad antitumoral de metalofarmacos de
cobre en ratones N:NIH(S) Fox1™

Dentro de las lineas inmunodeficientes el masempleado es el ratén exocriado N:NIH(S)-
Fox1nu. Este ratdn, tambiénllamado nude, se originé de forma espontanea en 1962, en
una colonia cerrada en Escocia. Esta cepa, presenta en estado homocigota, una
mutacion espontanea lo que le produjo su fenotipo desnudo o sin pelo, caracteristica
que le dio el nombre a la mutacidn. Otra de las caracteristicas importantes, es que
carecen de un timo funcional y producen un niumero reducido de células T maduras por
lo que no rechazantejidos alo y xenotransplantados, ademds también contribuye a esto,
alteraciones en bazo, linfonédulos y Placas de Peyer. El hecho de que acepten el
trasplante de tumores humanos ha sido uno de los descubrimientos mas importantes

que ha contribuido con el desarrollo de las investigaciones sobre el cdncer, convirtiendo

e
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a estos individuos en el primer modelo de animal de experimentacion inmunodeficiente.
A través del uso de estos ratones, se hicieron hallazgos importantes en quimioterapia,
radioterapia, inmunoterapia, etc. (Carbone & Maschi, n.d.). Los xenotrasplantes en este
modelo de ratdn, permiten un seguimiento facil del desarrollo tumoral, ya que
generalmente se producen en forma de ndédulos méviles, bien irrigados y encapsulados
en tejido conectivo. Una caracteristica fundamental que los hace util para evaluar
terapias antineopldsicas, es que retienen las caracteristicas bioldgicas y bioquimicas del
tumor de origen. La implantacion subcutanea de los tumores o inyeccion de células
tumorales es apto ya que al ser piel muy laxa, permite facilmente el crecimientotumoral.
Este modelo sirve ademads, para evaluar la citotoxicidad de drogas, para mejorar
esquemas de dosificacidn, estudiar mecanismos de resistencia y para seleccionar drogas

para su uso potencial en clinica (http://sedici.unlp.edu.ar/handle/10915/87590).

Esta etapa experimental, se realizd con la colaboracion del bioterio de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Por su condicién de
inmunodeficientes, deben mantenerse en ambientes bajo un sistema de barreras
sanitarias absolutas. Su condicién microbiolégica es la de animales SPF (Specific
Pathogen Free), esto significa que tienen su flora intestinal normal y que estan libres de
microorganismos patogenos especificos. Los animales requieren alimento y agua de
bebida estéril, humedad relativa entre 40 y 60%, y un fotoperiodo uniforme
luz/oscuridad de 14/ 10 horas. El ratén desnudo requiere una temperatura mas elevada
que las cepas tradicionales, se recomienda entre 25 +/- 12 C. Los animales fueron
alimentados ad libitum. Las cajas se cambiaban una vez por semana, con renovacion de
cama (aserrin estéril), alimento y de agua. La manipulacion de los animales se realizd

bajo cabina de seguridad tipo Il.

En una primera etapa, se inocularon 2 ratones hembras N:NIH (S) Fox1", de manera
subcutdnea, con 4x10°cel/ml de la linea celular humana HT-29 de adenocarcinoma de
colon, en un volumen final de 200 pl. Luego de 2 semanas, se formaron tumores de
aproximadamente 0.5 x 0.7 cm de ancho y de largo. Estas hembras fueron sacrificadas,
se les extrajo el tumor y fueron cortados en pequefias porciones para repicar y propagar

el tumor al resto de ratones. Se trabajo con 15 ratones hembras N:NIH (S) Fox1™Y, de 4
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semanas de edad. A los ratones se los anestesid con una solucién de xilacina (0.02
cm?3)/ketamina (0.8 cm3) diluidos en 1 ml de diluyente (cada animal recibié 0.2 cm3). Se

esperd 5 min, y se procedid a inocular el tumor.

Luego de 2 semanas se observd crecimiento tumoral de aproximadamente 0.3 x 0.4 cm
de ancho y largo. A partir de este momento se dio inicio al tratamiento correspondiente.
Alos ratones se los dividid en 3 grupos: 1) grupo control, tratados con vehiculo (PEG mas
0.5% de DMSO), 2) grupo 2 tratados con el complejo de cobre 3 y 3) grupo 3 tratados
con el complejo de cobre 4. Las concentraciones de compuestos usados fueron 4 mg/Kg
de ratdn, disueltas en PEG. El tratamiento consistia en una inyeccién subcutanea una
vez por semana. Por otro lado, se evalud el tratamiento realizando mediciones, 3 veces
por semana, del tamafio tumoral, con un calibre de Vernier, y mediante el peso del

raton. Para el cdlculo del volumen tumoral, se utilizd la siguiente formula:

largo*ancho2
2

Volumen tumoral = . Entiéndase por largo, la porcion mas larga del

tumor y ancho, la porcidon mas angosta. Estos valores fueron expresados en milimetros.
Luego de finalizado el tratamiento, se procedié al sacrificio de los ratones con una
mezcla de CO2/0;. Se realizd la necropsia en la que se extrajo el tumor, higado y rifién

para su posterior analisis histopatolégico.

2.9.2 Aniadlisis de lavia Wnt/p-Catenina en modelos Xenopus

El uso de los ovocitos, huevos y todo el organismo de Xenopus en investigacion
oncoldgica ha sido ampliamente empleado para el estudio de la biologia del tumor, asi
como para estudiar alternativas terapéuticas. Los ovocitos de Xenopus son una
herramienta util para investigar cascadas de sefalizacion, sus efectos en el crecimiento

celulary en estudios del metabolismo del cancer.

Durante el desarrollo embrionario de Xenopus, las vias de sefializaciéon son usadas por
sus multiples roles incluyendo la formacidn de ejes, la induccidn y la supresién de genes
de expresidn, la regulaciénde la migracidncelulary el control de la proliferaciéncelular.
Dicho esto, se concluye que cualquier tratamiento que altere la sefializacion normal de
la via Wnt, resulta en la formacién anormal de los segmentos en este modelo in vivo. El

indice Dorso-anterior (DAl por sus siglas en inglés) es el sistema para clasificar el grado
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de la malformacién del eje, desarrollado por Kao y Elinson en 1988. En esta escala, los
embriones normales son clasificados grado 5, embriones que pierden las estructuras
dorsales (ventralizan) son clasificadas desde 0 a 4, y los embriones con estructuras
dorsales exageradas (dorsalizan) son clasificadas del 6 al 10. Si la via esta
sobreexpresada, los embriones dorsalizan, con exagerada cabezay ausencia o reduccién
del tronco, por el contrario, si la expresion de la via esta disminuida, los embriones
ventralizan, es decir pierden las estructuras dorso-anteriores, como la cabeza, la

glandula de cemento, el ojo y la vesicula dptica (Amado et al., 2013; Myers et al., 2014)

Este experimento se llevéd a cabo, en el Instituto INSIBIO, Facultad de Bioquimica,
Quimica y Farmacia, Universidad Nacional de Tucumdn bajo la asistencia de la Prof.Dra

Celeste Tribulo.

Las ranas de Xenopus laevis se mantienen en el bioterio en peceras. Cada pecera
contiene un maximo de 8 ranas separadas segun el sexo, el agua es previamente
declorada, manteniendo un pH entre 6,5-8,5. Las variables fisicas se controlan de
manera tal de generar las condiciones ambientales que aseguren una temperatura de
18°-20°C, periodos alternados de luz y oscuridad de 10-12 h. Se alimentan
periddicamente con carne, suplementando su alimentacidncon preparados alimenticios

comerciales.

Para obtener embriones, primero se debe estimular a las ranas. Para esto, se inyecta la
hormona Gonadotrofina Coriénica Humana (hGCH). Su forma de presentacién es un
polvo liofilizado, el cual se debe mantener a 49C. Para su uso, debe diluirse en solucion
fisiolégica o agua estéril. La hGCH se inyecta entre el corddn nervioso y la columna
vertebral de manera subcutdnea. Luego de la estimulacion, en un periodo de
aproximadamente 8 hrs, las ranas empiezan a ovular. Para la recoleccion de embriones
se utiliza una pipeta Pasteur, los mismos se van depositando en una caja de Petri. Luego
se los lava con cisteina al 2% para eliminar la envoltura vitelina que los rodea, luego se
enjuaga 3 veces con agua destilada. Finalmente, se los lavacon NAM 1/10 vy se los coloca

a 259C hasta alcanzar el grado de divisién deseado.
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Experimentalmente, se llevd a cabo de la siguiente manera: se colocaron
aproximadamente 75 embriones por well, en una placa de 12 wells. Se los incubd a 252C
hasta que llegaron al estadio de 2 a 4 células, momento en que se los trato con los
complejos a testear. El tratamiento durd hasta el estadio de divisiéon 11 %-12. Momento
en el cual, se elimind el tratamiento mediante lavados, y se los incubé con NAM 1/10.
Los embriones se colocaron en cava a 142C, hasta llegar al estadio de desarrollo 27-28,
para la evaluacion de su fenotipo. Durante esta incubacion, se los monitoreo en la lupa,

y se contabilizaron los embriones muertos, los cuales se iban eliminando.

La evaluacion fenotipica se hizo en base al indice dorso anterior (DAI), el cual permite

hacer una estimacién si la via Wnt/B- Catenina se ve afectada por los tratamientos.

En la figura 2.9.2. en el panel superior se pueden observar los estadios de desarrollo de
Xenopus laevis, ademads estdn sefialados los distintos momentos en que se lleva a cabo
los experimentos antes mencionados. En el panel inferior se muestra una fotografia del

indice dorso anterior para clasificar las alteraciones en el desarrollo.
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DAIl: indice dorso anterior

Ventralizado. Dorsalizado.

Normal

Figura 2.9.2. Panel superior: Estadios de desarrollo de Xenopus laevis. Panel inferior. DAI, sistema de clasificacion de las alteraciones

morfoldgicas de los embriones.
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3 Complejos de Rutenio

Resultados y discusion complejos de rutenio.

En este trabajo de tesis, se investigaron las propiedades antitumorales de 2 compuestos
de Ru, (figura 3.1) [n® -p-cimeno) Ru (5-bromo-8-hydroxyquinolinato)Cl (complejo 1)y
[n® -p-cimeno) Ru (5,7-dibromo-8-quinolinolato-kN1,k08)Cl, (complejo 2). Se usaron
como ligandos derivados de la 8-hidroxiquinolina. Uno de estos ligandos es sustituido
en la posicion 5 por un bromo, y el otro ligando derivado es sustituido en la posiciéon 5y
7 por el mismo haldégeno. En la estructura de estos complejos, la quinolina actia como
un ligando quelante y coordina, a través de los &tomos del nitrégeno y oxigeno al centro

metdlico de rutenio, formando un anillo de 5 miembros.

Cl

R S S
T ool
Br Br
[n® -p-cimeno) Rutenio (5- Clorido (5,7-dibromo-8-quinolinolato-
bromo-8-hydroxyquinolinato)Cl] kN1,k08)(n6-p-cimeno)rutenio(ll)
Complejo 1 Complejo 2

Figura 3.1. Estructura de los complejos de rutenio. Complejo 1, monosustiudo en posicion5 por bromo, y complejo 2, bisustituido en

posicion5y 7, por el mismo haldégeno.

Para estudiar sus propiedades antitumorales, se utilizaron 5 lineas celulares tumorales,
MG-63 (osteosarcoma), MCF-7 (cancer de mama hormono dependiente), MDA-MB-231
(cdncer de mama triple negativo), A549 (cancer de pulmdn) y HT29 (cancer de colon),
ademas se uso6 una linea celular de fenotipo no tumoral, L929 (fibroblastos de ratén). El
estudio de estos compuestos abarcd la determinacién de la citotoxicidad, la capacidad

de inducir apoptosis, la interaccién con el ADN, el efecto sobre el ciclo celular y la
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capacidad genotdxica. Asimismo, se estudid sus efectos sobre dos caracteristicas
importantes del proceso tumoral, tales como la migracidn e invasién celular. Por otro
lado, en modelos celulares mas complejos, esferoides multicelulares, se evalud las

propiedades citotoxicas y anti-invasivas de estos compuestos.

3.1 Estabilidad de los complejos 1y 2

La estabilidad del complejo que le dio origen alos compuestos estudiados, Ru-clioquinol,
fue estudiada y reportada por el grupo del Prof. Dr. Iztok Turel. Este estudio se llevd a
cabo en dos soluciones, una solucion de DMSO y en solucién acuosa de DMSO al 10%.
Los resultaron mostraron que no hubo modificaciones en el espectro de resonancia
magnética nuclear (RMN), laintegridad del compuesto se mantuvo intacta en el periodo
de tiempo en el cual se llevaron a cabo los experimentos, 24 h. Ademas, la estabilidad
del compuesto fue medida por espectroscopia UV-visible, en buffers fosfatos con
valores de pH de 8, 8.5 y 9 y no se observaron modificaciones luego de 24 h (Gobec et

al., 2014).

Kubanik y colaboradores estudiaron la estabilidad del complejo 2 en DMSO. El cambio
de haluro/agua-ligando en medio acuoso ocurre inmediatamente. Determinaron que la
estabilidad de la especie acuosa no mostré cambios en el espectro en un periodo de mas
de 50 dias a temperatura ambiente, en presencia de luzy en el rango de pH en el que
fueron estudiados. A su vez demostraron la estabilidad de este compuesto en una

solucién saturada de DMSO (Kubanik et al., 2015).

3.2 Efectode los complejos 1y 2 en las interacciones con Ct-ADN

La afinidad de los complejos 1y 2 por Ct-ADN fue evaluada usando espectroscopia UV-
vis. El objetivo de este ensayo fue buscar un posible blanco molecular, ademas proveer
informacidn sobre su posible mecanismo de accién, debido a que la uniéon de moléculas
organicas o inorgdnicas al ADN puede influenciar en numerosos procesos bioldgicos, en
los cuales participa el ADN, como la transcripcion y replicacién. La finalidad de estos
estudios es determinar los sitios de unién de la droga, y asi poder dilucidar los cambios
conformacionales debido a la interaccion entre el ADN-droga. Estos cambios se ven

reflejados en los cambios de absorcion del ADN, en el espectro UV-visible.
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En lafigura 3.2.1, estan representado las variaciones en |la absorbancia del ADN, cuando
la concentracién de ADN varia y la de los complejos se mantiene constante. Se puede
observar que ambos complejos aumentan la emision observada a 268 nm (complejo 1)
y 275 nm (complejo 2) sugiriendo un efecto hipercrémico. La constante de union Kb fue
determinada usando la ecuacién de Wolfe-Shimer (Matesanz et al., 2018). La constante,
Kb, para el complejo 1 fue de 7.43x10* M y para el complejo 2 fue de 9.61 x 10* ML,
Por lo tanto, se podria decir que el orden de afinidad por el Ct-ADN es Kb (1) < Kb (2),
indicando que el complejo 2 tiene una unién mas fuerte con el ADN que el complejo 1.
Estos valores, tomados en los primeros 10 minutos de reaccion, parecen indicar que
ambos complejos, tienen gran afinidad por Ct-DNA y se unen al mismo de manera no

covalente.

El espectro de absorcion UV-Vis del ADN tiene un mdaximo a 260 nm. Este maximo es
consecuencia de los grupos cromoéforos en las moléculas de purinas y pirimidinas
responsables de las transiciones electrénicas. Pequefios cambios en la absorcion se
deben a cambios en la fuerza idnica del medio. En el caso de atraccion electrostatica
entre el compuesto y el ADN, se observa un efecto hipercromico, reflejado en un
aumento de la absorbancia en el espectro, como consecuencia de los cambios
estructurales y conformacionales luego de la interaccion ADN-droga. Cuando la droga
se une al ADN, las fuerzas de interaccién que mantienen la estructura de doble hélice
son interrumpidas. La doble hélice se separaen 2 cadenas simples, y lainteraccidn entre
las bases es reducida, aumentando la absorbancia ya que muchas bases estan en la
forma libre y no forman puente de hidrégeno con las bases complementarias. AUn mas,
el efecto hipercréomico se produce principalmente por la presencia de cationes, los
cuales se unen a los grupos fosfatos del ADN, produciendo un dafio en la estructura
secundaria del ADN. El efecto hipercrémico también se atribuye a un contacto externo
0 a un desenrrollamiento parcial de la hélice de ADN, exponiendo mas bases (Aleksié¢ &

Kapetanovié, 2014) (Sirajuddin et al., 2013).

Adicionalmente, la unién no covalente de las drogas al ADN es reversible, y
considerando el metabolismo de las drogas y el posible efecto citotdxico, es un efecto

deseado comparado a la unién covalente. La unién no covalente de las drogas con el
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ADN puede cambiar la conformacion del mismo, la tension de torsidn, interrumpir la
union proteina-ADN, y potencialmente iniciar la ruptura de las cadenas (Aleksi¢ &
Kapetanovié¢, 2014). Las metalodrogas son una clase, muy importante, de agentes que
interaccionan con el ADN. Un ejemplo son las metalodrogas con quinolinas, las cuales
pueden unirse de tres maneras diferentes al ADN, unién al surco mayor y menor, unién

electrostatica al grupo fosfato e intercalacion (Aleksi¢ & Kapetanovi¢, 2014).

La reactividad es diferente que la observada para el CisPt, la cual es covalente, donde
preferencialmente se une al nucleétido de guanina, ya que tiene la mayor densidad de
electrones. Genera uniones intra o inter cadena a través del cloro con los nitrégenos de
las bases de los nucledtidos. Ademas, produce dos efectos, hipercrémico y batocromico,
este ultimo como consecuencia de la intercalacion del CisPt en la doble hebra (Aleksi¢ &
Kapetanovié, 2014). Asimismo, los compuestos de rutenio se unen mas fuertemente al
ADN y son menos afectados por los mecanismos de reparacion comparados con el CisPt

(Gobec et al., 2014).

Evidencias acumuladas a partir de la bibliografia, sugieren que el ADN es la principal
molécula target de los complejos de rutenio, y por ende la funcion del ADN se ve
afectada. Los compuestos de rutenio que contienen moléculas de areno son los
candidatos mds promisorios debido a sus uniones no covalentes con el ADN (Liu et al.,
2019) (Pal et al., 2018). Muchos compuestos de este tipo han evidenciado ejercer su
mecanismo de accidn por medio de la intercalacién con el ADN, como por ejemplo mer-
[Ru(terpy)Clz]. Para mejorar la habilidad de intercalarse con el ADN de este tipo de
complejos, otros compuestos fueron disefiados usando diferentes ligandos entre ellos

derivados de quinolinas (Pal et al., 2018).

Por otro lado, ha sido demostrado que los compuestos de rutenio en los cuales la
molécula de areno, es un p-cimeno (como en el caso de los complejos estudiados en
esta tesis), se unen preferencialmente a los residuos de guanina en la doble hélice del
ADN, pero no se produce una intercalacién. Al contrario, este ligando, distorsiona la

conformacién de la doble hélice, y es capaz de reaccionar de manera no covalente,

107



mediante interacciones hidrofobicas, lo que produce en consecuencia, un aumento

considerable en la citotoxicidad en las células tumorales. (Brabec & Novakova, 2006).
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Figura 3.2.1. Espectro UV-Visible. La concentracion de ADN es variable (0-250 uM), mientras la concentracion de los complejos se
mantiene constante (10 uM). En ambos casos hay un aumento de la absorbancia, a 268 nm parael complejo1y a 275 nm para el

complejo 2, indicado por las flechas rojas en las grdficas.

El segundo ensayo que se llevd a cabo, para evaluar la interaccion del ADN con los
complejos, consiste en enfrentar el Ct-ADN con bromuro de etidio (BrEt) al complejo, y
registrar como se modifica la fluorescencia. El BrEt es un intercalante tipico del ADN. Al
encontrarse intercalado entre las bases del ADN, su fluorescencia aumenta alrededor de
25 veces con respecto a la fluorescencia sin material genético. Previamente se describié
qgue el aumento de su fluorescencia puede ser atenuada por la adicién de una segunda
molécula (Sirajuddin et al., 2013). En presencia de un intercalador de ADN adicional que
puede competir (y desplazar) al BrEt del ADN, la fluorescencia de BrEt-ADN disminuird
conforme el nuevo compuesto desplace al BrEt, como puede verse en lafigura 3.2.2. A
medida que aumenta la concentracion del complejo, disminuye la fluorescencia. Para

realizar las medidas de emisidn, se excitd el BrEt a Aex = 540 nm, donde ninguno de los

complejos absorbe.
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Figura 3.2.2. Desplazamiento del BrEt. A: complejo 1, B: complejo 2. En ambos casos se observa una disminucion de la fluorescencia

del BrEt, (flecha roja) causado por el desplazamiento del mismo a causa de la interaccion del complejo con el ADN.

3.3 Estudio de la actividad anticancerigena de los complejos sobre
monocapa celular

3.3.1 Efecto de los complejos 1 y 2 sobre la viabilidad y proliferacion
celular

Se evalud la citotoxicidad de los compuestos de rutenio por el método de MTT, sobre
un panel de células tumorales que incluyen a la MG-63, MCF-7, A549, MDA-MB-231y
HT-29, y ademas sobre una linea de fenotipo no tumoral, L929. Las células fueron
tratadas por un periodo de 24 h, con un rango de concentraciones entre 2.5y 100 uM.
Debido ala baja solubilidad de los complejos en soluciones acuosas, ambos previamente

fueron disueltos en DMSO vy luego se realizaron las diluciones en medio de cultivo
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DMEM, tal que el contenido de DMSO no supere el 0.05%. El CisPt fue usado como

agente antitumoral de referencia.

MG-63 19.7+0.6 2.2 12.2+1.4 2.26 39+1.8

A549 50.9+5.3 0.85 24.9+6.5 1.11 114+2.3

MCF7 45.1+3.1 0.96 20.5+1.5 1.34 42 £3.2

MDA-MB-231 31.7+2.3 1.37 15.4+ 0.3 1.79 131+18

HT-29 29.6% 0.8 1.46 26.4+ 1.7 1.04 181.1+6.1(Leon
etal., 2016)

L929 43.518.5 27.613.7

Tabla 3.3.1.1: Resultados de ICsy um) de los complejos de rutenio 1, 2y del Cisplatino. IS (indice de selectividad), CisPt (cisplatino). Los

resultados se expresan comola media +SEM (n=3).
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Figura 3.3.1.1: Grdficas de viabilidad celularvs concentracion de los complejos. Método MTT. A: MG-63, B: A549, C: MCF7, D: MDA-
MB-231, E: HT29, F: L929. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3). * Diferencia significativa con el control (p<0.05)

#Diferencia significativa entre complejo 1y 2 (p<0.05).
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A partir de los resultados de ICso (tabla 3.3.1.1) y de las gréficas de barras de la figura
3.3.1.1, se observa que en todas las lineas celulares, el complejo 2 fue mas activo que el
complejo 1. Con respecto al complejo 1, el orden de citotoxicidad en las lineas celulares
de menor a mayor es: A549<MCF7<MDA-MB-231<HT29<MG-63, y el orden, para el
complejo 2 es similar, salvo con la linea HT-29 que mostré mayor resistencia al

tratamiento.

Como ya se comentd, los complejos de rutenio fueron disefiados y sintetizados como
una alternativa a los complejos de Pt, y en este caso, comparando los valores de ICsg, la

citotoxicidad de los complejos 1y 2 es mayor que laimpartida por el CisPt (tabla 3.3.1.1).

Para determinar la especificidad de la actividad citotéxica en las lineas celulares
tumorales fue necesario obtener informacion sobre su citotoxicidad en células de
fenotipo no tumoral, por lo que estos compuestos fueron probados en la linea celular
L929. Luego de calcular el indice de selectividad (IS) (tabla 3.3.1.1), los valores dan
cuenta que el complejo 1 tiene una buena selectividad en por la linea MG-63, mientras

gue el complejo 2 mostré selectividad en las lineas MG-63 y MDA-MB-231.

El punto crucial para identificar sustancias, es el indice de selectividad con acciones
bioldgicas aceptables y despreciable accién citotdxica. Varios andlisis han demostrado
que numerosos factores, como cambios en la membrana y caracteristicas de las
adhesiones celulares, pueden ser las razones de la citotoxicidad y de la selectividad de

los compuestos de rutenio (Thota et al., 2018).

Una de las razones de la citotoxicidad de los compuestos de rutenio, es debido a la
presencia de la molécula de areno (p-cimeno), Pizarro y colaboradores, expusieron que
la misma, actla como un estabilizador del dtomo de Ru y aumenta su lipofilicidad, lo
que aumenta el ingreso a las células, aumentando su efecto citotdxico (Pizarro et al.,
2010). Los complejos de rutenio con areno representan una plataforma versatil para el
disefio de las metalodrogas, combina el ligando areno hidrofdbico y el centro metalico

hidrofilico con las propiedades especificas de los coligandos adicionales. Para sumar, el
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sustituyente areno es relativamente inerte frente al desplazamiento y es capaz de
estabilizar el estado de oxidacidon +2 bajo condiciones fisioldgicas (Lenis-Rojas et al.,
2018) . Por otro lado, la selectividad y baja toxicidad puede ser en parte explicada, por
el hecho que los compuestos de rutenio se unen a las mismas proteinas séricas que el
hierro, la transferrina, por lo tanto reducen su concentracién como moléculas libres en
el plasma. Por otro lado, dado que el nimero de receptores de transferrina en células
tumorales es mayor que en las células normales (estd sobreexpresado en el 90% de los
tumores) los complejos de rutenio alcanzan mayores concentraciones en células

tumorales (Guo et al., 2015; J. Liu et al., 2019; Ndagi etal., 2017).

Ademas de la citotoxicidad generada por los complejos, se estudié el potencial
proliferativo de las células después de recibir el tratamiento, mediante el ensayo
clonogénico. Esta prueba estudia la capacidad de una célula unica de proliferar y formar
una colonia, lo cual es un sellodistintivo paralas célulascancerosas. Este ensayo es clave
para evaluar la eficacia de una droga como antitumoral y su potencial uso clinico. Como
se observa en la figura 3.3.1.2, las células de MG-63 (A), A549 (B) y MCF-7 (C), fueron

tratadas con ambos complejos, utilizando concentraciones de 2.5, 5y 10 uM.

En la linea MG-63, cuando las células son tratadas con el complejo 1, la fraccion de
supervivientes, disminuye desde un 74% a 2.5 puM a un 0.64% en la maxima
concentracion, 10 puM. Con el complejo 2, luego del tratamiento con la menor
concentracion, se observd una supervivencia solo del 39%, y a 10 uM, no hubo
desarrollo de colonias en la placa. Este efecto queda evidenciado por las fotografias de
la figura 3.3.2.1. Enla linea A549, las células mostraron mayor resistencia al tratamiento
con el complejo 1, ya que, a la mayor concentracidén evaluada, el porcentaje de la
fraccion de supervivientes fue del 43%, por el contrario con el complejo 2, a partir de la
concentracion 5 uM, no se observaron colonias (figura 3.3.2.1). En el caso de la linea
MCF-7, a 2.5 uM, el porcentaje de fracciéon de supervivientes es similar para ambos
compuestos. A 5 uM, solo se observa un 5% de porcentaje de células sobrevivientes,
luego del tratamiento con el complejo 1, siendo nula la formacién de colonias a 10 uM,
en ambos casos. En conclusidn, en las 3 lineas celulares, se observa que el complejo 2

tiene mayor capacidad de inhibir el crecimiento celular que el complejo 1, y la misma
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aumenta en funcién de la concentracion, con una diferencia significativa con respecto
al control (p<0.05) en todo el rango de concentracién usado. Estos resultados son

acordes a los que se observaron en el ensayo de viabilidad.

El ensayo clonogénico se considera una prueba precisa, ya que tiene en cuenta la muerte
reproductiva celular. Este es un pardmetro importante para ser utilizado, dado que se
pueden determinar las concentraciones no citotéxicas para los ensayos in vitro (de

Camargoetal., 2019).

Hasta el momento se sintetizaron, muchos complejos de rutenio, solo unos cuantos
mostraron selectividad, como por ejemplo el [(n6-bz)Ru(L4)CI]PF6, el cual contiene un
anillo fenilo. Esta modificacion aumentd su citotoxicidad, consecuencia del aumento de
su lipofilicidad y su uptake, haciéndolo selectivos para las células tumorales, A549 y
Hela, con ICso bajos, y por el contrario en las células normales (BEAS-2B y 16-HBE) sus

ICso fueron mayores a 100 uM (Tian et al., 2017).
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Figura 3.3.1.2. Ensayo Clonogénico. A: MG-63, B: A549, C: MICF-7. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3). * Diferencia

significativa con el control (p<0.05). # Diferencia significativa entre complejo 1y complejo 2. (p<0.05)
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COMPLEJOS DE RUTENIO

Control MG-63

Control A549 Complejo 12.5 uM Complejo 2 2.5 uM

Figura 3.3.2.1: Fotogrdfias de las placas del ensayo clonogénico de las lineas celulares MG-63 (panel superior) y A549 (panel inferior).

En ambas lineas se puede observar la disminucion de la formacion de colonias luego del tratamiento.

3.3.2 Efectos de los complejos sobre la migracion e invasion celular

Por otro lado se evalud, el efecto de los complejos 1y 2, sobre dos caracteristicas claves
en el proceso de carcinogénesis, la migraciony la invasion de las células tumorales. La
migracion se evalué mediante el ensayo de la herida. Las lineas celulares usadas fueron
MG-63, A549 y MCF-7. Los resultados se resumen en la figura 3.3.2.1, asi como también

se pueden observar en las fotos de la figura 3.3.2.2.
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COMPLEJOS DE RUTENIO
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Figura 3.3.2.1. Ensayo de la herida. Grdficas de barras que representan el porcentaje de migracion de las células tumorales en funcion
de la concentracion de los complejos. A: MG-63, B: A549, C: MCF7. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3),

*Diferencias significativas con el control (p<0.05). #Diferencias significativas entre complejo 1y 2 (p<0.05).
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Figura 3.3.2.2. Fotos de la herida, luego del tratamiento por 24 hrs. Las células fueron tefiidas con Giemsa al 10%, y luego observadas

al microscopio dptico, conunobjetivo de 40x. A: MG-63, B: A549, C: MICF7.

Los datos arrojados por la figura 3.3.2.1 y 3.3.2.2, demostraron que ambos complejos
disminuyen la migracion celular. Especificamente en la linea de osteosarcoma humano,
se puede observar que a la minima concentracién usada (2.5 uM), la migracion
disminuye a casi un 50% con respecto a la herida control (p<0.05). Por el contrario, este

mismo efecto, en la linea tumoral de mama se alcanza a una concentracién 4 veces

B ———————————————
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mavyor (10 uM). En la linea tumoral A549 solo el compuesto 2 inhibe la migracion celular

a2.5yab5uM.

Con respecto al proceso de invasion, el mismo se estudié por la capacidad de inhibir la
formacién de invadopodias, en una matriz de coldgeno I. Las células, se cultivaron en
simultaneo con los compuestos, durante un periodo de 24 h, con un rango de
concentraciones entre 2.5 a 25 uM. Luego del tratamiento se evalud, mediante
microscopia O6ptica, si las células que fueron capaces de formar prolongaciones
citoplasmaticas para embeberse en la matriz de coldgeno. Los resultados estan

representados en la figura 3.3.2.3.
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Figura 3.3.2.3. Formacidon de invadopodias. Grdficas de barras que representan el porcentaje de invasion de las células tumorales en
funcidén de la concentracion de los complejos. A: MG-63, B: A549, C: MCF-7. Los resultados se expresan como la media *SEM

(n=3)*Diferencias significativas con el control (p<0.05). #Diferencias significativas entre los complejos 1 y 2 (p<0.05).

En la linea tumoral de hueso, MG-63 (figura 3.3.2.3 A), se observa que el complejo 2,
con la minima concentracion evaluada, inhibié alrededor de un 50% la formacion de
invadopodias con respecto al control (p<0.05). La linea que menos se vio afectada por
ambos compuestos, fue la linea celular de pulmodn (figura 3.3.2.3 B). Por el contrario, en

la linea tumoral MCF-7 (figura 3.3.2.3 C), el complejo 2 mostré gran efectividad en la
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inhibicién del proceso de invasién, ya que a 5 uM, disminuyd la formacién de
invadopodias en aproximadamente un 70% con respecto al control (p<0.05). A partir de
estos resultados, se puede obtener un orden de inhibicién mas especifico en las células,

MCF-7>MG-63>A549.

Las propiedades antimetastasicas de un compuesto son atribuidas, en base a ensayos in
vitro, usando modelos y condiciones experimentales que imiten este proceso, como la
migraciony la invasidn. Estos experimentos analizan, por ejemplo, la inhibicion de una
enzima que contribuye a la diseminacién tumoral, la modificacién de los filamentos de
actina, entre otros. Estudios previos demostraron la accién de un complejo de rutenio
con una molécula de areno, [(n®-CsHs)Ru(H2iip)CI]Cl, este complejo afecta la formacion
de invadopodias, la migraciény la invasion de la linea celular MDA-MB-231 (Bergamo &

Sava, 2015).

Otradroga de rutenio reportada, NAMI-A, Unico compuesto que llegd a ensayos clinicos,
tiene la capacidad de inhibir el crecimiento metastasico originado de tumores sélidos.
Este complejo previene el desarrollo y crecimiento de metastasis en todos los modelos
tumorales en los que fue probado como en cancer de pulmén, carcinoma mamarioy
melanoma. Dicho comportamiento es observado en ausencia de inhibicion del
crecimiento del tumor primario, lo cual confiere especial selectividad del complejo por
las células metastdsicas. NAMI-A inhibe los principales procesos de diseminacioncelular,
desprendimiento de las células desde el tumor primario, secrecién de enzimas
proteoliticas, migracion e invasion, y la adhesidn de las células en el sitio de crecimiento

secundario (Bergamo & Sava, 2015) (Liu et al., 2019).

En general, la recaida metastasica, casi siempre esta asociada a un mal pronéstico, ya
gue a la misma se le ha atribuido resistencia farmacolégicay a la colonizacion de sitios
metastasicos adicionales, comprometiendo la funcién de drganos vitales. Por lo que la
erradicacién de las metdastasis tumorales, es el desafio actual para cientificos vy
oncdlogos. Las nuevas terapias antitumorales se basan en conocer el comportamiento
molecular y celular del tumor, y particularmente, de su progresiéon metastasica

(Bergamo & Sava, 2015).
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A partir de los resultados obtenidos hasta el momento, se puede decir que el complejo
2 tiene gran capacidad citotdxica. Ademads de inhibir dos sellos distintivos del proceso
de tumorogénesis, como lo es la migracién y la invasion celular. A diferencia del
compuesto ya probado, NAMI-A, este compuesto es capaz de inhibir las células del
tumor primario. Se puede concluir también, que las célulasde osteosarcoma y de mama,

parecen ser mas susceptibles, que las células de cancer pulmonar.

3.3.3 Efectos genotoxicos de los complejos de Rutenioly?2

Los efectos genotdxicos fueron estudiados, en las tres lineas celulares (MG-63, A549 y

MCF-7), mediante la evaluacién del aumento en la frecuencia de micronucleos.
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Figura 3.3.3.1. Ensayo de microntcleo. Grdfica de barras que representan la frecuencia de aparicion de MN con respecto a la
concentracionde los complejos. A: MG-63, B:A549, C: MICF-7. Las células fueron tratadas por 24 hrs. Los resultados se expresan como
la media +SEM (n=3).BLM: bleomicina, fue usada como control positivo. *Diferencias significativas con el control p<0.05. **
Diferencia significativas con el control positivo bleomicina (BLM) p<0.05. # Diferencias significativas entre el complejo 1 y complejo

2 p<0.05.

Las células fueron tratadas con los complejos por un periodo de 24 h. Las

concentraciones elegidas para el tratamiento corresponden al 80% o mas de viabilidad

e
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celular con el fin de evitar el enmascaramiento de los efectos genotdxicos por los

citotoxicos.

A partir de la figura 3.3.3.1(A) podemos destacar que, en la linea celular de
osteosarcoma, el complejo 1 indujo la formacion de MN a 2.5 uM, no obstante, la
diferencia con el control negativo no es significativa estadisticamente. El complejo 2,
también generd un efecto genotodxico, desde 1 uM, en la que se observa una respuesta
dosis-dependiente (p<0.05), alcanzando a 2.5 uM mayor proporcion de MN que el
inducido por BLM, y adem3ds presenta diferencia significativa con respecto al control

(p<0.05).

En la linea A549 (figura 3.3.3.1 B), ambos complejos generaron la formaciéon de MN en
el rango de concentraciones testeadas, 1y 2.5 uM. Pero a diferencia del complejo 1, los
efectos genotdxicos provocados por el complejo 2 se hicieron evidentes con la minima

concentracion probada.

Por ultimo, en la linea celular MCF-7, la aparicidon de micronucleos se observa a partir de
los 5 UM, pero no se observa una respuesta dosis dependiente (p<0.05). En este caso el
complejo 2 indujo mayor proporcion de MN con 5y 10 uM, a la generada por el
tratamiento con BLM, y la frecuencia de aparicién de los MN es significativamente
diferente con respecto al control (p<0.05). Estos datos estan representados en la figura

333.1C

A nivel molecular, las lesiones en el ADN producen rupturas de doble cadena, estrés en
el proceso de replicacién o erosidon de los teldmeros, lo que resulta en puentes de
cromatina o en fragmentos acéntricos en la etapa de anafase, los cuales van a formar
los micronucleos al final de la mitosis. Por otro lado, diferentes eventos de alteracion de
en la segregacion, pueden explicar el origen de un cromosoma formando un
micronucleo, incluyendo interaccién con el cinetocoro, dafio en el cinetocoro, alteracién

del huso mitético o inhibicion de la citoquinesis. (Russo & Degrassi, 2018).

Por otro lado, se llevd a cabo el ensayo cometa con la linea MG-63. El mismo es un

método simple y rdpido para evaluar daino en el ADN generado por agentes que tienen
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como blanco el ADN en células Unicas, y el largo de la cola del cometa representan el
nivel de dano en el material genético. Las células fueron tratadas por 24 h con tres
concentraciones, 1, 2.5 y 5 uM, y como control positivo se usé bleomicina. Se puede
observar en las fotos de la figura 3.3.3.2, que en el control, las células no tienen
apariencia de cometa, pero a medida que aumenta la concentracién, aumenta la
cantidad de células con dafio en su ADN, lo que estd reflejado graficamente en un
incremento del tail moment. A 5 uM, se puede observar que hay mayor cantidad de
cometas con el complejo 1, pero esto se debe a una disminucién de la cantidad de
células al ser tratadas con la misma concentracion del complejo 2, dada su mayor

citotoxicidad.

Control negativo.

Complejo 1 1pM. Complejo 2 1pM.
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Complejo 2 2.5uM.

¥

Complejo 1 5puM. Complejo 2 5uM.

Figura 3.3.3.2. Fotos del ensayo cometaen la linea celular MG-63, tratada con diferentes concentraciones de los complejos por 24

hrs. Las células estdn tefidas con syber-greeny observadas bajo microscopio de fluorescencia con un objetivo 40x.

Todos estos resultados, demuestran que ambos complejos son genotdxicos en las 3
lineas celulares tumorales a bajas concentraciones. Lo cual concuerda con el resultado
anterior, en el que se demuestra que el ADN podria ser uno de los blancos moleculares
relacionado con la actividad antitumoral de estos compuestos. Muchos grupos de
investigacion, han reportado que el mecanismo de accion de muchos complejos de
rutenio, es via interaccién con el ADN, induciendo clivajes, ruptura e intercalacién entre
las cadenas de ADN (Thota et al., 2018). La mayoria de agentes antitumorales son
disefiados para actuar en la proliferacion celular mediante la inhibicién de la sintesis de
ADN, por dos mecanismos: 1) la droga interactia directamente con la molécula de ADN
y frena su replicacion, y 2) interfiere directamente con moléculas requeridas para la
polimerizacion del ADN vy el inicio de su replicacidon (De Camargo et al., 2016). En este
caso, a partir del experimento con el Ct-DNA y la induccién de efectos genotoxicos, el
mecanismo de accién de los compuestos de rutenio sintetizados, seria por lainteraccién

de las moléculas del complejo con el ADN.
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3.3.4 Alteraciondelciclo celular e Induccidon de apoptosis

Luego de tratar las células MG-63, A549 y MCF-7 con los complejos de rutenio por 24

hrs, las célulasfueron tefiidas con IP, y se analizd la progresion del ciclocelular mediante

citometria de flujo.
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Figura 3.3.4.1. Andlisis del ciclo celular. Grdficos de barras, representan en andlisis del ciclo celular luego del tratamiento, en las 3

lineas de celulares, A: MG-63, B: A549 y C: MCF7.

En la figura 3.3.4.1 se pueden ver los resultados expresados mediante graficos de barra.
En lafigura 1, del anexo, se pueden observar los histogramas de frecuencia obtenidos
en el citometro de flujo. La linea celular A549 (figura 3.3.4.1 B) fue tratada con 5y 10
KM de ambos complejos. Con el complejo 1 se puede observar que hay un arrestoen la
fase Gi1 a bajas concentraciones, con un aumento de la poblacién del 13.15% con
respecto al control, a expensas de la poblacion en fase S (disminuye un 16%
aproximadamente con respecto al control). Al aumentar la concentracién, aumenta la
poblacién de células en la fase S un 6% con respecto al control, y un 21% con respecto a
la concentracién anterior, a expensas de la disminucién de la poblacién celular en fase
G1. Esta poblacion disminuye un 10% con respecto al control y un 23% aproximadamente

con respecto a la menor concentracion. Mientras que el complejo 2 produce un arresto
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en la fase G2, efecto que se observd con ambas concentraciones testeadas. A 5 uM, la
poblacién G; sufre un aumento estadisticamente significante, un 27% con respecto al
control (p<0.05), provocando una disminucion en la proporcién de células en fase G1y

S, a 10 uM, el aumento es menor, de un 14.5%, a expensas de la fase G1 solamente.

Las células derivadas de cancer de hueso (figura 3.3.4.1 A), fueron tratadas con 10y 25
UM. Con el complejo 1, a 10 uM, se observa un aumento en la poblacién de células en
fase S, de un 6% aproximadamente, con una disminucién de células en fase G1. A 25 pM,
hay un arresto en la fase G, la frecuencia celular aumenta un 11% aproximadamente

con respecto al control, a expensas de la fase G1.

Con el complejo 2, a 10 uM, hay un aumento leve en la proporcién de células en fase G»,
mientras que a 25 UM, se produce un aumento estadisticamente significativo con
respecto al control (p<0.05), del 14.5% aproximadamente, a expensas de la fase G1, que

disminuye alrededor del 19% con respecto al control (p<0.05).

En la linea celular MCF-7 (figura 3.3.4.1 C), con el complejo 1, se observa que a 5 uM
hay un aumento significativo (11%) en la poblacién de células en fase G2 (p<0.05), a
expensas de lafase G1yS. A 10 uM aumenta la poblacién en faseSy G2, un 5y un 7%
aproximadamente, a expensas de la fase Gi. A la maxima concentracion estudiada, hay
un aumento significativo estadisticamente en la fase S, del 16.3%, a expensas de la fase

G1, mientras la poblacién celular en G2, se mantiene constante.

Con el complejo 2, el efecto es similar en las concentraciones estudiadas. A5 uM, hay
un aumento de la frecuencia celular en G2 del 6%, a expensas de la fase Gi. A medida
gue aumenta la concentracion, la poblacion en la fase Sy G2 aumenta, un 5 y un 8%
respectivamente, a expensas de la fase G1 (p<0.05), a 10 uM. A 15 uM, se produce un
aumento significativo enla fase S, del 11%, con respecto al control (p<0.05), a expensas

de la fase G1.

Las células fueron arrestadas considerablemente en las fases S y G2/M en general,

mientras la poblacion de células en la fase G1 fue significativamente reducida. Este

fendmeno fue notorio en la linea MG-63 luego de ser tratada con el complejo 2.
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Uno de los eventos estudiados en este trabajo de investigacion, fue la capacidad de los
complejos de inducir la muerte celular programada. Para ellose trataron las células (MG-
63, A549 y MCF7), por un periodo de 24 h, con un rango de concentraciones de entre
2.5y 15 uM. Este proceso se estudié usando citometria de flujo, mediante el uso de la
doble tincidon con Anexina V-FITC e yoduro de propidio (IP) como marcadores. Los
resultados estan representados en la figura 3.3.4.2 gréficas de barras. En el anexo

ademas se pueden observar las tablas con los porcentajes celulares en cada poblacién,

asi como los dot plots (figuras 2 del anexo).
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Figura 3.3.4.2. Evaluacion de apoptosis. Tablas y grdficas de barras, representando las distintas poblaciones celulares debido al
tratamientode las células. Se evalud en las tres lineas celulares, A: MG-63, B: A549, C: MCF7.. Los resultados se expresan como el

promedio*SEM (n=3). *Diferencias significativas con el control p<0.05. # Diferencias significativas entre el complejo 1 y complejo 2

p<0.05.
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Como puede observarse, en la linea de osteosarcoma (figura 3.3.4.2 A), el tratamiento
con el complejo1a 2.5ya5 uM provocd un aumento en las poblaciones de apoptosis
temprana (anexina V +) y tardia (anexina V+/ IP+) con respecto al control, a 10 uM se
observa que hubo un aumento abrupto en la poblacién de células necréticas. Con en el

complejo 2 este aumento se observa a 5 UM, en donde l|a poblacidn necroética (anexina

V-/ IP +) corresponde a un 13.5% aproximadamente.

En la figura 3.3.4.2 B, se puede observar que en la linea A549 con el complejo 1 no hay
incremento de la poblacién de células en apoptosis, en el rango de concentraciones
estudiadas, pero a5y a 10 uM, se observa un incremento de la poblacién celular en
necrosis. Por el contrario con el complejo 2, se observa un incremento de la poblacion
celular en apoptosis temprana, y a medida que aumenta la concentraciéon de complejo,

aumenta la poblacién de células IP (+) y disminuye la poblacion de células Anexina V (+).

En la linea de cancer de mama, MCF7, (figura 3.3.4.2 C) el efecto con el complejo 2 fue
mayor que con el complejo 1. Con ambos complejos se observa un aumento en las
células apoptéticas tardias (anexina V+/ IP+), pero al ser tratadas con la mayor
concentracion (15 uM) del complejo 2 se observa un 90% aproximadamente de células

IP+.

Los complejos 1 y 2 produjeron muerte celular programada en la linea celular de
osteosarcoma y en la de cancer de mama. El efecto sobre la linea derivada de pulmon,

fue menor luego del tratamiento por 24 h.

Por otro lado, se midio el potencial de membrana mitocondrial (PMM) en la linea MG-
63, luego del tratamiento con los complejos por 24 h. En la figura 3.3.4.3, se puede
observar que hay una disminucion del PMM, como consecuencia de |la despolarizacion
de la membrana mitocondrial, dependiente de la concentracién (p<0.05). Cuando las
células son tratadas con 2.5 uM del complejo 1y 2, se produce una disminucién del

PMM un 21 y un 10% aproximadamente. Al aumentar esta concentracion, el PMM
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disminuye un 43.45 y un 36.32%, respectivamente. Sin embargo, no existe diferencia

estadisticamente significativa entre los tratamientos.

Esta disminucién indica una alteracion de la membrana de dicha organela. La
despolarizacidon de la membrana mitocondrial es una de las causas, del disparo del

proceso de apoptosis (Eduardo, 2012).

El estrés oncogénico, como una proliferacién incontrolada o dafio en el ADN, disparan
el mecanismo de apoptosis, que en consecuencia previene el cancer. La muerte celular
juega un rol clave en el tratamiento del cancer, muchos de ellos inducen la muerte
celular a través de varios mecanismos. Cabe mencionar las células cancerigenas son mas
sensibles a la muerte celular que los tejidos normales. Muchos estimulos inducen
apoptosis por la via de la mitocondria, que es causada por la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial. Esta alteracién, permite la salida del citocromo C, y la
consecuente activacion de las caspasas. Ademads del citocromo C, se liberan otras

proteinas que promueven la activacion de las caspasas como SMAC/Diablo (Lopez &

Tait, 2015).
150 -
Il Control
I Complejo1
100 - . [ Complejo 2
=
E *
o *
504
0- T
Q ‘1«‘9 )

Concentracién uyM

Figura 3.3.4.3. Grdfica de barras que representan la disipacion del potencial de membrana mitocondrial, en funcion de la
concentracion, en lalinea MG-63, luego de 24 hrs de tratamiento. * Diferencia significativa con el control. p<0.05. Los resultados se

expresan comoel promedio +SEM (n=3).

Muchos compuestos antitumorales ejercen su efecto inhibitorio por arresto del ciclo

celular o por induccion de apoptosis o por un efecto combinado de ambos procesos,
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estrategias importantes para eliminar células cancerigenas. Adema3s, la regulacion del
ciclocelularyla apoptosis se consideran enfoques efectivos en el desarrollo de terapias
contra el cancer. La alteracién del ciclo celular fue asociada con una inhibicién de la
proliferacion, lo cual resulta en concordancia con los resultados obtenidos en el ensayo
clonogénico. Por otro lado, un incremento en la fase G2/M indica que la doble cadena
de ADN ha sido dafiada, lo cual es compatible con el mecanismo de accion propuesto,
de interaccién de los complejos con el material genético. Durante esta fase, las células
tumorales pueden intentar reparar el ADN, llevando a una activacion de las vias de

sefializacion que disparan el proceso de apoptosis (Czarnomysy et al., 2018).

La replicacion del ADN tardia e incompleta representa un riesgo para la segregacion se
cromosomas. Esto es asi para aquellos sitios llamados “sitios fragiles comunes” que son
replicados de manera tardia durante el ciclo celular. Estos sitios se presentan cuando los
cromosomas de metafase muestran huecos o roturas, estos factores llevan a la
micronucleacién. La ruptura de los cromosomas representa un problema paralas células
mitdticas, ya que la segregacion de los fragmentos resultantes es aleatoria en ausencia
de mecanismos compensatorios. Otro factor relacionado es la activacién de STAT1
(Signal transducer and activator of transcription 1) inducida por la ruptura de doble
cadena se correlaciona con la aparicion de micronucleos aberrantes. (Hustedt &

Durocher, 2017).

Muchos complejos de rutenio reportados, exhibieron propiedades antitumorales
provocando apoptosis en las células cancerigenas, por ejemplo, [Ru(dppz)2(CppH)]1**
demostré actividad sobre las células Hela, [Ru(bpy)2(addppn)]?* tiene efectos
citotéxicos e induce apoptosis sobre las linea celular BEL-7402 y [Ru(DIP)2(1Py-
BC)](PF6)2 demostrd tener mejor actividad que el CisPt. Ademds se reporté un complejo
de rutenio con tiofenos como ligandos, A/A-[Ru(bpy)2(pscl)]®*, cuyo mecanismo de
accion es travésde dafos en el ADN, que provocan la muerte celular por apoptosis (Chen
et al., 2018). Otro complejo reportado fue [Ru(dip)2(bpy/bpy-2-nitrolm]?* que ha
mostrado elevada toxicidad enlaslineas A549 y 4T1, mediante lainduccién de apoptosis

mediada por el arresto del ciclo celular en la fase S (Pal et al., 2018).
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3.4 Estudios en modelos 3D

Con el objetivo de seguir estudiando la capacidad antitumoral de estos complejos, se
utilizaron sistemas celulares mas complejos, como los esferoides multicelulares. Se
estudiaron dos propiedades principales, citotéxicidad, mediante el ensayo de la
resazurina, y la capacidad de inhibir la invasiéon de las células de los esferoides dentro

de una matriz de colageno tipo I.

Se generaron esferoides de la linea MG-63 y MCF7 por el método hanging drop, y los
esferoides de la linea celular de pulmén, A549, por el método liquid overlay. Ambos

métodos han sido expuestos en la seccién de materiales y métodos.

3.4.1 Evaluacion de la citotoxicidad de los compuestos en modelos 3D

Los esferoides de las 3 lineas celulares, fueron expuestos a ambos complejos, en un
rango de concentracién de 50 a 500 puM, por un periodo de 48 h. Finalizado el mismo se

adiciond resazurina, por 3 h, y se procedié a leer la fluorescencia en un

espectrofluoréometro.

251.2+ 14.7 360.9+ 7.9 65.1+ 5.6

103.9+ 10.8 213.6+ 8.6 > 500

158.3+ 5.8 364.2+ 6.3 129.5£9.3

Tabla 3.4.1.1. Valores de ICso ) obtenidos para cada linea celular luego de 24 hs.

Enla tabla 3.4.1.1 (figura 3 en anexo, estan representado mediante graficos de barra),
se pueden observar los valores de ICso que se obtuvieron para las distintas lineas. Para
la linea celular MG-63, la viabilidad disminuye un 32.15%, 55.19% y 79.5% a medida que
aumenta la concentracion del complejo 1, obteniéndose un valor de ICso de: 251.2 uM.

Los valores que se obtuvieron para el complejo 2, fueron de 17.07%, 33.34% y 70.75%,
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y el ICso que se obtuvo fue de: 360.9 puM. Con ambos complejos se observa que la
viabilidad disminuye en funcién que aumenta la concentracién, hay un efecto dosis

dependiente (p<0.05).

En la linea A549, los valores de ICso fueron de 103.9 uM para el complejo 1, y 213.6 uM
para el complejo 2. Con ambos complejos la viabilidad es dependiente de Ila
concentracion (p<0.05). A 50, 200 y 300 uM, existe una diferencia significativa entre
ambos complejos (p<0.05). A 50 uM, con el complejo 1 la viabilidad disminuye
aproximadamente un 36.37%, mientras que con el complejo 2, no se produce tal efecto.
A 200 uM la viabilidad disminuye un 69.45% y un 44.93% con el complejo 1 y 2
respectivamente, y a 300 uM la viabilidad disminuye un 74.82% con el complejo 1y un

58.05% con el complejo 2.

Por ultimo, en la linea de mama, los valores de ICso fueron de 158.27 uM y de 364.24
UM, para los complejos 1 y 2 respectivamente. Se observa una diferencia significativa
entre ambos complejos a las concentraciones de 100 y 200 uM (p<0.05), en la cual la
disminucién de la viabilidad obtenida fue de 43.48% y 51.4% con el complejo 1, y de
7.24% y 19.21% para el complejo 2. Estos resultandos obtenidos para la linea de cancer
de mama denotan un mayor efecto citotdxico para el complejo 1. Ademas, el efecto

citotoxico es concentracion dependiente (p<0.05).

En este modelo multicelular, a diferencia de lo que se observé en monocapa, el complejo
1 mostré mayor efecto citotdxico que el complejo 2. El orden de menor a mayor

citotoxicidad en el modelo 3D, para ambos complejos seria: MG-63<MCF7<A549.

Sobre la linea A549 el complejo 1 fue mas efectivo como antitumoral, a diferencia de lo
que se observd en monocapa, donde esta linea manifestd mayor resistencia al
tratamiento. El valor de ICso del complejo 1 en el modelo 3D con respecto al de
monocapa, fue casi del doble, y este valor para el complejo 2, fue de 8 veces mayor,

indicando la resistencia de este modelo a este uUltimo complejo.

Las lineas MG-63 y MCF7, mostraron mayor resistencia al tratamiento con el complejo

2, ya que la relaciéon entre ambos ICso para la linea MG63 fue de 30 veces y en la linea
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MCF7 el ICso fue 17 veces mayor. Vale la pena sefalar, que la citotoxicidad del
complejo de galio KP46 y el complejo derivado del rutenio KP1339 fue mas alto en el
modelo 3D que en monocapa, con valores de ICso de 0.44 uM (2D) vs 133 uM y 135 uM
(2D) vs 244 uM (3D), respectivamente (Schreiber-Brynzak et al., 2015).

Laresistencia de las célulasal tratamiento puede ser resultados de la exposicion limitada
de las células dentro del esferoide multicelular, la pobre penetracién del complejo 2 o
la sensibilidad limitada de las células del interior del esferoide al tratamiento, debido a
una reduccién de la proliferacién celular y/o una resistencia asociada a la adhesion
celular (Dickreuter & Cordes, 2017). Por lo general los esferoides son mas resistentes a
los compuestos antiproliferativos debido a la diferencia en la penetracion de la drogay
las variaciones en el microambiente (como el pH, hipoxia, matriz extracelular) dentro
del esferoide. De manera similar a los tumores in vivo, la regién hipdxica dentro del
esferoide reduce la tasa de division celular, lo que perjudica los efectos antiproliferativos

de drogas como el CisPt (De Grandis etal., 2019).

Control Complejo 1200 pM Complejo 1300 uM

Complejo 1 500 pM
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COMPLEJOS DE RUTENIO

Complejo 2 200 uM Complejo 2 300 uM Complejo 2 500 uM

Control ) Complejo 150 uM : Complejo 1100 pM

T

Complejo 1200 pM Complejo 1300 uM Complejo 1500 uM

Complejo 2 50 uM Complejo 2 100 pM Complejo 2 200 uM

Complejo 2 300 pM Complejo 2 500 pM
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COMPLEJOS DE RUTENIO

C

Control

Complejo1 100 uM Complejo 1200 uM

Complejo 1300 pM Complejo 1 500 pM

Complejo 2 100 pM Complejo 2 200 pM Complejo 2 300 pM

Complejo 2 500 pM

Figuras 3.4.1.1. Fotos de esferoides de la linea MG-63(A), A549 (B) y MCF7 (C). Fotografias tomadas con el microscopio dptico

Olympus BX50, con un objetivo40xluego del tratamiento con ambos complejos con diferentes concentraciones.

Por otro lado, se tomaron fotos de los esferoides al finalizar el tratamiento para evaluar
su morfologia con respecto al tumor (figura 3.4.1.1). En los tres casos, los esferoides no
experimentaron cambios en su volumen con respecto al control, pero si se observé que
a medida que aumentaba la concentracién de los complejos, los esferoides cambiaron
su forma, perdieron su compactacion y las células del exterior se desprendieron,

alterando el borde externo de los mismos. La alteracion en la agregacioén celular,
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resultando en la presencia de debris luego del tratamiento, sugiere una disrupcién en

las interacciones en la célula-matriz extracelular.

3.4.2 Efectode los complejos sobre la capacidad de invasion

Otro de los estudios que se llevd a cabo fue la capacidad de los complejos de inhibir la
invasion de las células sobre una matriz de coldgeno |, uno de los componentes de la
matriz extracelular (MEC). El proceso de invasiéon es fundamental durante la

tumorigénesis, debido a que es un paso clave del proceso de metdstasis.

Los esferoides se los sembré sobre una matriz de colageno |, fueron tratados con ambos
complejos y luego se evalud la capacidad de los complejos de inhibir este proceso,
midiendo las proyecciones celulares de los esferoides. Las fotografias fueron tomadas al
finalizar el tratamiento con un microscopio éptico Olympus BX50 con una cdmara digital

acoplada (resolucion de 10 megapixeles).

A B C
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Figura 3.4.2.1 Resultados de lainvasion de los esferoides sobre una matriz de coldgeno, luego del tratamiento. A: MG-63, B: A549,
C: MCF7.*Diferencia significativa con el control p<0.05. # Diferencias significativas entre el complejo 1 y 2 p<0.05. Los datos se

representan como la media + SEM conn=3.
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COMPLEJOS DE RUTENIO

Control Complejo 150 uM Complejo 250 uM

Control Complejo 150 uM Complejo 2 50 uM

Control Complejo 150 uM Complejo 2 50 uM

Figura 3.4.2.2. Fotos tomadas con el microscopio éptico Olympus BX50 A: MG-63, B: A549, C: MCF7.

Como puede interpretarse a partir de la figura 3.4.2.1 y de las fotos de la figura 3.4.2.2,
la inhibicién de la invasion es mayor con el complejo 1 que la impartida por el complejo
2, en los tres casos. Particularmente, la linea MG-63 (Figura 3.4.2.1A) y A549 (Figura
3.4.2.1B), presentaron una disminucion de la invasion de casi el 50% a 50 uM, con el
complejo 1. En la linea de pulmén, a las concentraciones mas altas evaluadas, la

disminucién de lainvasion es debido a efectos citotdxicos del complejo. En lalinea MCF7
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(Figura 3.4.2.1C), a 50 uM hay una diferencia significativa entre ambos complejos

(p<0.05), siendo el complejo 1 mds activo.

En este modelo 3D, de esferoides multicelulares, el complejo 1 revelé mayor actividad
citotdéxica y anti-invasiva que el complejo 2, a diferencia de lo que ocurria en el sistema
2D. Ademads se observa que con ambos complejos, hay un efecto dosis dependiente

(p<0.05).

A partir de loexpuesto se puede decir que en el sistema 3D, lasdrogas actian de manera
diferente que en monocapa. Este sistema de esferoides multicelulares son una mejor
aproximacion del estado de las células cancerigenas en su medio fisioldgico, lo cual
puede ser usado para estimar mejor el potencial terapéutico de las drogas (Mikhail et
al., 2013). Esto puede deberse a varios motivos relacionados a la complejidad de los
esferoides multicelulares. Como expusieron Hamilton y colaboradores, el contacto
célula-célula es preservado en los esferoides, e influye en la sensibilidad a las drogas a
través de diferentes mecanismos, resumidos como “fenotipo resistoma”. Distintas
proteinas como las integrinas, quinasas, proteinas adaptadoras, han sido identificadas
como determinantes clave del resistoma, basado en la adhesién celular que comprende
la resistencia a medicamentos mediado por adhesién celular. Asimismo, la estructura
del esferoide es una de las razones principales que lleva a diferenciarse de la monocapa,
debido a que permite una expresion diferencial de genes de supervivencia,
proliferacion, diferenciacién y quimioresistencia, que demuestra que los esferoides son
similares a tumores in vivo, mas que un cultivo en monocapa (Hamilton & Rath, 2019).
Lovitt y colaboradores compararon la citotoxicidad con doxorrubicina en modelos en
monocapa y 3D, los esferoides exhiben 5 veces mas resistencia al tratamiento
comparada con la monocapa, ademas se observd que la mayor concentracién de la
droga estaba en la capa externa, demostrando limitaciones en la penetracién de la
misma hacia la parte interna del esferoide. Otra de las razones por las cuales hay
diferencias en la actividad citotdxica de las drogas, es la distribucion de las mismas,
siendo mds homogénea en monocapa, y es mds heterogénea en esferoides debido a sus
diferentes capasformadas por diferentes poblaciones celulares. La hipoxia es otra de las

razones por las cuales hay diferencia en la actividad de una droga entre cultivo 2Dy 3D,
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lo cual fue revelado por compuestos de Pt(ll), las cuales dependen del grado de
reduccidon bajo hipoxia para impartir su accion citotdxica. En este sentido, Goschl y
colaboradores, estudiaron la capacidad citotoxica de compuestos de Pt(IV), derivados
del oxaliplatino, bajo condiciones de normoxica e hipoxia en modelo 2Dy 3D de células
de carcinoma de colon. Este estudio revela que los compuestos de Pt(IV), en los
esferoides hipdxicos, eran menos téxicos comparadas con la monocapa norméxica en
todas las lineas celulares testeadas, especialmente el oxaliplatino, con una diferencia
aproximada de 13 a 64 veces menos activo en los esferoides. Los gradientes del
potencial redox dentro del esferoide reflejan alteraciones en el metabolismo celular

(Goschl et al., 2017).

El crecimiento de las células en 3D afecta el comportamiento celular, la forma, la
polaridad, la expresion de genes y proteinas, el crecimiento, la motilidad, Ia
diferenciacién asi como la quimio y radio sensibilidad. El crecimiento de células como
esferoides modifica sus propiedades invasivas. Muriel Affou’e dit Faute y colaboradores,
demostraron que la linea celular MCF7 aumentaba sus propiedades invasivas cuando
era cultivada como esferoide, que cuando lo hacia como monocapa. A su vez se observa
diferencia en la expresion de las metaloproteinasas, activador tisular del plasminégeno
(tPA) y uroquinasa (uPA), enzimas necesarias para el proceso de invasién, entre
monocapa y esferoide, siendo mayor en este Ultimo. Esto puede ser causa del fendmeno
de hipoxia establecido en los esferoides, este efecto estimula la invasion debido a que

induce la sobreexpresion del receptor de uroquinasa (Affou et al., 2013).

Cuando las células tumorales crecen en un soporte, hay un soporte estructural y sefiales
importantes que ayudan el crecimiento en 3D, lo cual a su vez conduce una mayor

resistencia a la quimioterapia.

Elcolagenotipo | es uno de los principales componentes de la matriz extracelular (MEC),
en este sentido es una buena matriz paraensayar procesos de invasién, al mismo tiempo
tiene una excelente biocompatibilidad con la mayoria de las células tumorales.
Numerosos investigadores han demostrado que el coldgeno mantiene la estructura y la

viabilidad celular. Estudios en cancer de mama demostraron que ademas de inducir la
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diversificacién de morfologias celulares, también extiende las prolongaciones celulares
y aumenta la expresion de factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) vy
metaloproteinasas (Lv et al., 2017). Seiales del microambiente tumoral, por ejemplo
de la MEC, han mostrado tener efectos en la morfologia y funcién celular, a través de la
modulacion de la arquitectura y de los eventos de sefializacion celular. Las interacciones
con el microambiente, especialmente entre la MEC y los receptores de las células
tumorales han demostrado regular sefalizaciones intracelularesy el fenotipo tumoral.
Weaver y colaboradores, demostraron que al bloguear las interacciones entre la MEC y
las integrinas con anticuerpos producen una reversion de una morfologia maligna a una
normal. A su vez, Wang y colaboradores demostraron que blogueando esta misma
interaccidn se produce una reversion del fenotipo metastdsico de células cancerigenas
de mama a un fenotipo mds epitelial y relativamente benigno, caracterizado por la

disminucién del potencial invasivo (LaBarbera etal., 2012).

La resistencia mediada por la adhesién celular limita el éxito de las terapias contra el
cancery es un gran obstdculo a superar en la clinica. Desde los anos 90" se conoce que
la adhesidn de las células tumorales a la MEC es un importante factor de resistencia a la
radio y quimio-terapias. Molecularmente, las integrinas se unen a proteinas de la MEC
formando un nexo estructural, ademas de influir sobre cascadas de sefializacion. Estos
nexos son llamados adhesiones focales y consisten en una granvariedad de proteinas
transmembranas, integralesy citoplasmaticas. Funciones celulares, como supervivencia,
proliferaciéon, migracion e invasion y muerte celular son reguladas como consecuencia
de estas uniones. Respecto a la resistencia a las terapias, la plasticidad de las células
cancerosas permite una reorganizacion y adaptacién rapidas para eludir los efectos
citotéxicos de la radioterapia y la quimioterapia. Diferentes integrinas, proteinas
adaptadoras y citoplasmaticas han sido identificadas como determinantes de la
resistencia mediada por adhesidn. Particularmente, las integrinas son receptores que
facilitan la adhesién de las células a la MEC, con fibronectina, colageno o laminina. Estas
proteinas tienen una funciéon clave en el desarrollo de la resistencia a quimio vy
radioterapia, lo cual se vio en variados tipos de cancer como de pulmdén, mama,

leucemia, colon hepatocelular, etc. Un mediador clave ademdsdel proceso es FAK (focal
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adhesion quinasa). La interacciénde FAK con cortactin es crucial parala radioresistencia

y para la movilidad celular. (Lv et al., 2017)

3.5 Conclusiones

El objetivo de este capitulo fue estudiar las propiedades antitumorales de dos complejos
de rutenio con p-cimeno y ligando de 8-hidroxiquinolinas con 1 o 2 dtomos de bromo,
dilucidar su mecanismo de accion y estudiar su efecto sobre los procesos de migracién
e invasion celular. Para llevar a cabo este objetivo, se utilizaron dos sistemas de cultivo,

el sistema monocapa (2D) y el de esferoides multicelulares (3D).

A partir de los resultados observados podemos concluir que ambos complejos tienen
efectos citotdxicos sobre las lineas celulares empleadas siendo un posible mecanismo
de accion la interaccion con la molécula de ADN, demostrado por su interaccion con el
Ct-ADN, la generaciénde micronucleos y la ruptura de la hebra de ADN, evidenciado por
el ensayo cometa. Esto desencadena un arresto del ciclo celular en la fase Sy G2/M,
finalmente induciendo apoptosis celular. Ademas, estos complejos inhiben dos procesos
muy importantes relacionados al proceso de metdstasis, como ser la migraciény la
invasion. Estos complejos cuando son estudiados en el sistema 3D, cambian su
comportamiento, siendo mas efectivo el complejo 1, exhibiendo mejores propiedades
frente a la linea celular de pulmén, con el ICso mas bajo de las 3 lineas tumorales
estudiadas. Igualmente, demostré una mejor inhibicidon del proceso de invasién. Este
estudio sugiere que el microambiente de las células tumorales puede alterar
notablemente la susceptibilidad de las células al tratamiento con drogas antitumorales.
Tal como se menciond anteriormente, los esferoides expresan genes asociados a la
supervivencia, proliferacion, diferenciaciény resistencia a los antitumorales de manera
diferente a una monocapa. Cabe destacar que el gradiente que se genera en los
esferoides multicelulares de pH, CO2, metabolitos, desechos, etc., afectan el
comportamiento celular, incluido la radio y quimiosensibilidad. Lo expuesto
anteriormente es lo que en parte podria explicar las diferencias en la respuesta a los

complejos de Ruly 2.
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Por otro lado, se verifica la hipdtesis planteada, a partir de datos obtenidos en la
bibliografia para sales de rutenio y sus ligandos, como antitumorales. Se encontraron
valores de ICso mayor a 800 uM cuando fueron tratadas con p-cimeno para lineas

celulares tumorales derivadas de fibrosarcoma (J. Z. Li et al., 2016).

Eluso de cultivo celularinvitroes critico para el descubrimiento y formulacién de nuevas
drogas, para la identificaciéon rdpida de candidatos e investigar sus mecanismos de
accion a nivel celular y molecular. En contraste a un estudio en modelos tumorales in
vivo, el sistema in vitro esta mejor adaptado para estudios sistematicos en un ambiente
altamente controlado. Sin embargo, los efectos citotdxicos observados en una
monocapa convencional, algunas veces no se traducen en efectos similares cuando son
trasladadas a sistemas in vivo. Las razones son porque el sistema 2D no tiene la
capacidad de reflejar los mecanismos de resistencia y restricciones de transporte a las
drogas relacionados con el microambiente tumoral del sistema de cultivo 3D. Por esta
razén hay un elevado interés en aplicar sistema 3D in vitro que permita un rapido
screening de formulaciones para seleccionar posibles candidatos para evaluaciones in

vivo (Lvetal., 2017).
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4 Complejos de cobre

Resultados y discusion de los Complejos de Cobre.

En este trabajo se sintetizaron y caracterizaron dos complejos de cobre, uno de ellos
tiene como ligando a la 2,9 dimetil-1,10 fenantrolina, [Cu(dmp)2(CH3CN)](ClOa),,
(complejo 3), y el otro complejo tiene como ligando a la 1-10- fenantrolina,
[Cu(phen)2(CH3CN)](CIO4)2, (complejo 4). Sus estructuras estan representadas en la
figura 4.1. En este capitulo, se evalud la actividad antitumoral por multiples ensayos,
entre ellos MTT, ensayo clonogénico, efectos sobre el proceso de migracion celular
mediante el ensayo de la herida y zimografia. Ademas, se estudié su capacidad de
producir especies reactivas de oxigeno (ERQ). Estos ensayos se llevaron a cabo en un

panel de células cancerigenas que incluyen MG-63, A549 y 2 lineas tumorales de mama,

MDA-MB-231y MCF7.

Por otro lado, se empled el uso de esferoides multicelulares, de las lineas MG-63, A549
y MCF7, sobre los que se evaluaron la viabilidad celular usando resazurina como sonda,

y ademas se determiné la capacidad de los complejos de interferir sobre la invasién de

células tumorales sobre una matriz de colageno I.

Sobre 3 lineas celulares derivadas de cancer colorrectal humano, HT-29, CACO2 vy
LS174T, ademas de realizar los ensayos ya mencionados, se analizd la capacidad de estos
complejos de inducir apoptosis, mediante citometria de flujo, asi como la alteracion del
ciclocelular. Especificamente en lalinea HT-29, se evalud la via de sefializacion NFkf con
el uso de la linea celular transfectada HT-29-NF KB-GFP en monocapa y en el sistema

celular 3D.

Para agregar a la caracterizacién biolégica de estos compuestos, se llevaron a cabo
estudios in vivo, usando dos sistemas. Uno de ellos en embriones de Xenopus laevis,
para estudiar la inhibicidn de la via Wnt/B-Catenina, y luego se realizé un estudio sobre

la actividad antitumoral sobre ratones N:NIH(S) Fox1", a los que se le generaron
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tumores subcutaneo con la linea celular HT-29.

Complejo 3. [Cu"(dmp)(CH;CN),](CIO,), Complejo 4. [Cu"(phen)(CH;CN),](CIO,),

Figura 4.1.Estructura de los complejos de cobre, [Cu(dmp),(CH;CN)](CIO4),, Complejo 3, y [Cu(phen)2(CH3CN)](CIO4),, complejo 4.

4.1 Experimentos en monocapa

4.1.1 Ensayo de viabilidad. MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio.

Se evalud la citotoxicidad de los complejos de cobre mediante el ensayo MTT. Las lineas

tumorales, de osteosarcoma (MG-63), pulmén (A549), mama (MDA-MB-231y MCF-7)y

de cancer colorrectal (HT-29, CACO2y LS174T) fueron tratadas por un periodo de 24 hrs.

Los resultados se pueden observar en la tabla 4.1.1.1 y en las gréficas de barra de la

figura 4.1.1.1.
MG-63 2.94 £0.27 3.14 £ 0.18 39 £1.8
A549 1.90 £ 0,04 4.00 £0.85 114 +2.3
MDA-MB-231 2.04 £0.19 4.74 +£0.45 131 +18
MCE-7 2.99 +£0.17 6.01 +0.45 42 +3.2
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Caco-2 2.32£0.30 6.48 +1.10 120.9 £+ 7.0 (Ledn
etal., 2016)

LS174T 1.44 +0.26 2.54 +0.15 4.3 +0.3
(Sonawaneetal.,

2019)

HT-29 1.45 £0.36 3.08 +0.24 181.1 +6.1 (Ledn
etal., 2016)

Tabla 4.1.1.1: Resultados de ICso (uM) de los complejos de cobre y CisPten las lineas tumorales estudiadas. Los resultados se expresan

como media +SEM (n=3).
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Figura 4.1.1.1. Grdficas de viabilidad celular. Método MTT. A: MG-63, B: A549, C: MDA-MB-231, D: MCF-7, E: CACO2, F: LS174T, G:
HT29. Los resultados se expresan como la media *SEM (n=3). *Diferencia significativa con el control (p<0.05). #Diferencia

significativa entre complejo 3 y 4 (p<0.05).

En la tabla 4.1.1.1, se resumen los valores de ICso obtenidos para cada linea celular. Se
puede apreciar que ambos complejos exhibieron actividad citotoxica sobre todas las
lineas tumorales. Los valores de ICso son relativamente bajos, entre 1.44 y 6.48 uM, sin
embargo, el complejo 3 mostré mayor potencial citotéxico. En ambos casos, las lineas
mas sensibles al tratamiento fueron las derivadas de colon: HT-29 y LS174T. Para el
complejo 3, un orden de accién de menor a mayor citotoxicidad seria: MCF-7>MG-
63>CACO2>MDA-MB-231>A549>HT-29>LS174T. Para el complejo 4, seria: CACO-
2>MCF-7>MDA-MB-231>A549>MG-63>HT-29 y LS174T.

En las graficas de la figura 4.1.1.1, se puede observar, a bajas concentraciones,
diferencias estadisticamente significativas en la actividad citotéxica impartida por los

complejos, no asi a medida que aumenta la concentracion, donde el efecto es similar

(p<0.05).
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Por otro lado, ambos complejos tienen ICso menores que el compuesto CisPt, que fue
usada como droga de referencia. La diferencia entre los valores de ICso del CisPt y los
complejos 3y 4 es entre 18 a 124 veces mayor, registrandose la mayor diferencia para

la linea HT-29 al ser tratada con el complejo 3.

Lasdrogas quimoterdpicas de primera linea usadas para el cancer de colon, incluye entre
otras al oxaliplatino. Al comparar los ICso obtenidos para el complejo de cobre 3 con esta
droga, para la linea HT-29, 1.45 uM vs 2 uM (Lu et al., 2017), los resultados evidencian
valores similares de actividad antitumoral. Otro grupo de investigacion reporté un valor
de 5 uM, luego de 48 h de exposiciéon al oxaliplatino (Attoub et al., 2018). Al igual para
la linea CACO-2, la bibliografia reporta datos de ICso en un rango de 10 a 13.8 uM para
el oxaliplatino (Gu et al., 2018)(Biswas et al., 2019)(Y. Shi et al., 2012), aproximadamente
6 veces mas que para el complejo 3y el doble para el complejo4. Y para la linea LS174T,
el valor de ICso reportado es de 29.94 uM, 20 veces mayor que el complejo de cobre 3y
11 veces mayor que el complejo 4 (Gu et al., 2018). Estos resultados resaltan la

importancia de la actividad de estos compuestos de Cu.

Por otro lado, la modificacion de la estructura de un compuesto puede cambiar la
absorcion, la duracion del efecto, la toxicidad, solubilidad, entre otros beneficios
potenciales (Deng et al., 2018). Este efecto es muy notable en entre estos complejos de
cobre, donde la adicion de grupos metilos, aumenta la toxicidad asi como los efectos

pro-apoptoticos sobre las células tumorales

Estos resultados son muy importantes ya que estos complejos de Cu testeados en esta
tesis demuestran tener un perfil de actividad antitumoral mas eficaz en las lineas
celulares de cancer colorrectal que la droga de referencia utilizada actualmente en la

clinica.

Compuestos simples de cobre tienen baja toxicidad en comparacion con otros metales
de transicion. La toxicidad de los compuestos esta conectada con los ligandos organicos
con los cuales el metal coordine, las cuales son propiedades requeridas para los agentes
terapéuticos. Adicionalmente, muchos complejos metalicos usados como agentes

bioactivos son escasamente solubles en agua, lo cual limita sus aplicaciones en estos
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sistemas. La combinacion de las sales metalicas, ligandos organicos y contraiones puede
resultar en un amplio espectro de actividad bioldgica y una buena solubilidad en agua.
Entre los ligandos donantes de N relevantes para producir compuestos metalicos
bioactivos, las polipiridinas representan una buena eleccion debido a que presentan una
amplia variedad de funciones bioldgicas. Los ligandos N,N aromaticos como la 2,9-
dimetil-1,10-fenantrolina, son objeto de investigacion debido a su accidon en diversos

sistemas bioldgicos (Sliwa et al., 2020).

La hipdtesis planteada en este trabajo de tesis Doctoral propone que la complejacién de
un metal con un ligando puede aumentar la actividad de los compuestos o bien adquirir
nuevos mecanismos de accion. Esto quedd demostrado al tratar las células tumorales
de mama (MDA-MB-231y MCF-7) con una sal de cobre, CuCly, resultando valoresde ICso
mayor a 100 uM (Balsa et al., 2020). Otros grupos de investigacion trataron las células
de la linea HT-29 vy Caco-2 con CuSO4, para evaluar la citotoxicidad del metal,
obteniendo resultados de ICso mayor a 200 uM y 161.45 uM respectivamente (Ude et
al., 2017) (Xiao et al., 2016). Caiy colaboradores estudiaron el efecto citotdxico de un
complejo de cobre con fenantrolina, sobre células tumorales de higado, Bel-7402. El
valor de ICsp obtenido fue de 20 uM para el complejo, en cuanto al cobre, no se observo
disminucién de la viabilidad en el rango de concentracion usado, de 20 a 150 uM (Cai et
al., 2007). Asimismo, los efectos benéficos de la complejacién fueron demostrados por
un complejo de cobre con 6-metoxiquinolina, sintetizado por Cadavid Vargas y
colaboradores. Obtuvieron un efecto citotoxico deseable sobre la linea celular A549,
con un ICso de 57.9 uM. Por el contrario no se produjo efecto alguno, cuando las células
de la linea tumoral fueron tratados con el ligando libre y sus sales metalicas, con valores
mayores a 100 uM (J. F. Cadavid-Vargas et al., 2019). Cabe mencionar que el uso
combinado del ligando 1,10 fenantrolina, un quelante bivalente, con diferentes iones
metalicos ha aumentado su accién debido a una gran toxicidad frente a células
tumorales (Alves et al., 2019). Estudios recientes han demostrado, que complejos
metalicos que wusan como ligando 1,10 fenantrolina, tienen potencial como
antiproliferativo, e incluso mantienen esta actividad cuando no estan coordinados con
el centro metalico. Sin embargo, como antes se menciond, al complejar el metal con el

ligando aumenta su actividad, lo que quedd demostrado, al encontrar en la literatura

150



valores de ICso elevados para los ligandos. Por ejemplo los valores de ICso reportados
por Sliwa y colaboradores, para el ligando dimetilfenenantrolina, para la linea celular
Hela fue de 720 uM y para la linea LoVo (linea celular de cancer de colon) fue de 360
1M (Sliwa et al., 2020). Otra evidencia, fue reportada por el grupo de Porchia , que
reporto para el ligando phen un ICso de 68.31 uM y de 61.8 uM para las lineas tumorales
Helay SMMC-7221, lineas celulares de hepatocarcinomas, y al ser complejados con Zn
los valores de ICso, disminuyeron sus valores de entre 10 uMy 44 uM, dependiendo de
los sustituyentes (Porchia et al., 2020). Estos resultados estdan en concordancia a los
obtenidos, demostrando que la complejacion del metal con el ligando, en este caso
cobre con fenantrolina o dimetilfenantrolina, juega un rol clave en la citotoxicidad

impartida por los complejos metalicos.

Deng y colaboradores, disefiaron 5 compuestos de cobre, con tiosemicarbazona como
ligando, a los cuales le adicionaron diferentes modificaciones, entre ellos 2 grupos
metilos. De esta manera lograronincrementar masde 14 veces la actividad del complejo
contra células tumorales (Deng et al., 2018). Otros complejos reportados de cobre con
fenantrolina como ligando, como [Cu(phen)(aa)(H20)]NO3, varia su actividad de
acuerdo con el aminodcido sustituyente, encontrando valores de ICso, entre 6.2 y 8.5
UM en la linea celular MDA-MB-231. Cabe destacar que los complejos con aminodacidos
metilados, presentan valores de ICso mas bajos (Ng et al., 2014). Estos resultados se
ajustan a los obtenidos con los complejos de cobre 3 y 4, ya que el complejo 3, el cual
tiene los grupos metilos, es mds activo contra las células tumorales, demostrando que
el efecto de un compuesto mejora mediante la modificacién de su estructura. Resulta
interesante comparar la actividad de los complejos 3 y 4 con otros complejos de cobre
descriptos en la literatura. Compuestos de cobre con bases de Schiff como [Cux(sal-D,L-
glu)2(isoquinoline)2]-2EtOH, [Cu(sal-5-met-L-glu)(H20)]-H20, [Cu(EtOH)2(imidazole)a],
and [Cuz(sal-D,L-glu)2(imidazole)2], mostraron efectos citotéxicos débiles, con valores de
ICs0, mayores a 100 uM sobre la linea tumoral A549. Otros complejos de Cu(ll) con
guanidina y como ligando grupos aromaticos o alifaticos, fueron citotéxicos para MCF7
y A549 pero en dosis mayores, 61.1 y 370 uM respectivamente (Sliwa et al., 2020). Para
agregar, Ganeshpandian vy colaboradores, reportaron la actividad citotéxica de

complejos de Cu(ll) con dimetil fenantrolina, [Cu(L)(dmphen)][ClO4]2 (L = substituto
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derivado de aminas), sobre la linea celular de mama MCF-7. Los resultados que
obtuvieron, fueron en el rango de entre 16.7 y 22.1 uM, valores mas altos comparados
con los obtenidos para los complejos 3 y 4 (Ganeshpandian et al., 2014). En funcién de
estos estudios, se puede decir que los compuestos de cobre estudiados en esta tesis,

parecen ser potenciales agentes antitumorales, debido a los valores de I1Cso obtenidos.

4.1.2 Efectosobre la migracion celular. Ensayo de la heriday Zimografia.

Luego se evalud los efectos de los complejos 3 y 4 sobre la migracién celular mediante
el ensayo de la herida en un panel de lineas celulares tumorales, MG-63, A549, MDA-
MB-231, MCF-7 y HT-29. En la figura 4.1.2.1, podemos observar que el porcentaje de
cierre de la herida a lo largo de un drea definida representa la habilidad migratoria de

las células luego del tratamiento con los complejos de cobre.

Como puede observarse a partir de la figura 4.1.2.1, el complejo 3 produjo una mayor
inhibicién del proceso de migracion en las 4 lineas celulares evaluadas. En la linea
derivada de osteosarcoma (A), a la concentracién de 1 uM se observa que hay una
diferencia significativa en la inhibicion de la migracién con el control y entre ambos
complejos (p<0.05). Con el complejo 3, se vio una inhibicion aproximadamente del 90%,

y con el complejo 4 esta inhibicidn fue del 22%, con respecto al control (p<0.05).

En la linea celular A549 (B), el proceso de migracion se vio afectado a la concentracion
de 1.5 puM con el complejo 3, donde se observd una inhibicion significativa de la
migracion, casi total (98%), con respecto al control (p<0.05). Por el contrario, con el
complejo 4 el porcentaje de inhibicidn de este proceso fue del 36% aproximadamente,

con respecto al control (p<0.05).
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Figura 4.1.2.1:Ensayode la herida en 5 lineas tumorales, luego de un tratamiento por 24 hrs. A: MG-63, B: A549, C: MDA-MB-231,

D: MCF-7, E: HT-29. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3). *Diferencia significativas entre control y los complejos.

# Diferencia significativa entre complejos 3 y 4.

Con respecto a las lineas derivada de mama, MDA-MB-231 (C), es una linea altamente
invasiva a comparacionde lalinea MCF-7 (D). Los efectos de la inhibicién de la migracién
en la linea MDA-MB-231, se produjeron cuando las mismas, fueron tratadas con 1 uM
del complejo 3, donde se produjo una inhibicion de la migracién celular del 70%
aproximadamente (p<0.05). A 1.5 uM, no se evidencio cierre de la herida realizada sobre
la monocapa celular. Con la mayor concentracion del complejo 4, 1.5 uM, se promovid
solo un 30% de migracidn celular aproximadamente. No ocurre lo mismo en la linea
MCF7, donde el mayor efecto se advierte a partir de 1.5 uM del complejo 3, la herida
cierra aproximadamente un 50% con respecto al control (p<0.05). Con el complejo 4, el

efecto sobre la migracion no es diferente significativamente con respecto a los

producidos por el complejo 3.
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En la linea HT-29 (E), derivada de cancer colorrectal, el proceso de migracion se ve
afectado a partir de 0.5 pM, donde no se observan diferencia significativa entre los
complejos, produciendo un efecto similar en el proceso. A la concentracion de 0.5 uM
del complejo 3, se produjo una disminucidn de la migracion de aproximadamente el 90%
y a 1 uM fue del 98%. Con el complejo 4, la inhibicién del proceso de migracion fue del

85 y 88% respectivamente.

El efecto sobre la migracidn celular puede observarse a si mismo en las fotografias
(figura 4.1.2.2), tomadas luego del tratamiento con los complejos. En todas ellas se
puede observar el efecto diferencial entre los complejos, observandose en todos los
casos la mayor efectividad del complejo 3. Puede observarse, ademas una gran
diferencia en las lineas tumorales de mama, ya que MDA-MB-231 es mads invasiva que
la linea tumoral MCF-7, por ende el efecto sobre la inhibicidon de la migracién es mayor

en la primera.

Control

¥

Complejo4 0.5 uM

)

Complejo4 1 uM
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Figura 4.1.2.2. Fotografias del ensayode la herida, de las 5 lineas celulares testeadas. A: MG-63, B: A549, C: MDA-MB-231, D: MICF-

7, E: HT29. Las mismas fueron tomadas con el objetivo 40x.

Otro de los efectos estudiados, es la inhibicién de las metaloproteinasas, mediante el
ensayo de zimografia. Las metaloproteinasas son enzimas que tienen activa
participacién en el proceso de metastasis, ya que actian degradando el coldgenoy otras
macromoléculas de la matriz extracelular, para permitir la migraciény la invasion de las
células tumorales. La expresion de MMPs, como MMP-2 (gelatinasa A) y MMP-9
(gelatinasa B), estan relacionadas con una mayor invasién tumoral, en sistemas in vitro
e invivo (Linet al., 2000). Este ensayo se llevd a cabo sobre la linea derivada de cancer

colorrectal, HT-29.
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Figura 4.1.2.3:Ensayo de zimogrdfia, linea HT-29. Las bandas claras denotan la accién gelinolitica de las metaloproteinasas MMP9

y MMP2.
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Figura 4.1.2.4. Grdficode barras que representan el porcentaje de activacion de las Pro-MMP9 y Pro-MMP2, en la linea celular HT-

29.

La figura 4.1.2.3, corresponde a la fotografia de un gel de acrilamida/bisacrilamida, con

gelatina al 1%, luego de realizada la electroforesis, y en la figura 4.1.2.4 la intensidad de

las bandas esta representada mediante un grafico de barras. En el gel se sembro el

sobrenadante de la linea celular HT-29, luego que fueran tratadas por 24 hrs con ambos

complejos, usando concentraciones entre 0.10 a 1 uM. Se puede observar en dicho gel,

la inhibicién de la Pro- MMP9 impartida por el complejo 3. A partir de 0.1 uM, se puede

observar como disminuye la intensidad de la banda con respecto al control,
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concentracion a la cual se produce una inhibicién mayor al 50%. A 0.5 y 1 uM, la
intensidad de las bandas se hace casi imperceptibles, donde generd una inhibicion del
85y 88% de la enzima respectivamente. En las bandas que corresponden a Pro-MMP2,
se puede apreciar que la intensidad de las mismas disminuye a medida que aumenta la
concentracion, siendo de menor intensidad a 1 uM, donde se produjo una inhibicién del
95% aproximadamente. El tratamiento con el complejo 4, disminuye la intensidad de la
banda que corresponde a Pro-MMP9, con respecto al control, pero la disminucién no es
tal como se observa con el complejo 3. La maxima concentracion de este complejo
inhibié a la enzima un 46% aproximadamente. En las bandas que corresponden a Pro-
MMP2, se observa una disminucién con respecto al control, en el rango de
concentraciones empleadas, se generé una diminucion de entre el 72 y 86%. Ademas,
se puede observar que luego del tratamiento con ambos complejos no se observan
bandas que corresponde a MMP9 y a MMP2, las cuales si pueden observarse en el

control.

A partir de los resultados del ensayo de la herida y de la zimografia, se puede apreciar
que el complejo 3 tiene mayor efecto en la inhibicién del proceso metastasico, ya que
tiene la capacidad de impedirla migracidonde las célulastumorales asi como la activacion

de enzimas claves para el proceso, como MMP9y MMP2,

En este sentido, un complejo de cobre-tropolona, estudiado en el laboratorio, demostrd
tener actividad antimetastasica, conduciendo a resultados similares a los expuestos
anteriormente. Este complejo produjo inhibicion de la migracidon de las células
tumorales de mama, MDA-MB-231y MCF-7, asi como también redujo la actividad de las
metaloproteinasas (Balsa et al., 2020). Asimismo, el grupo de Shi y colaboradores,
reportaron una importante actividad antimetastasica sobre células de cancer de ovario,
de diferentes complejos de cobre con derivados de fenantrolina como ligando. Estos
complejos disminuyen la migracion celular, un 60% aproximadamente y ademads inhiben
la expresion de la proteina MMP2. Cabe, ademas recalcar que la fenantrolina es un

potente inhibidor de las MMPs (X. Shi et al., 2018).
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4.1.3 Estrés oxidativo.

Muchos tipos de células cancerigenas tienen un elevado nivel de estrés oxidativo. La
modulacion del estado redox de las células cancerigenas por agentes exogenos puede
distorsionar la homeostasis celular, y producir la muerte celular. Se cree que la
citotoxicidad impartida por los complejos de cobre(ll) es dependiente de la generacién
de ERO (Shi et al., 2018). Por lo tanto, uno de los mecanismos de accién estudiados fue
la capacidadde los complejos 3 y 4 de generar especiesreactivas del oxigeno en un panel
de células tumorales, MG-63, A549, MDA-MB-231, MCF-7, CACO2, LS174T y HT-29. E
mismo se evalué mediante la oxidacién de la sonda DHR-123, luego de un tratamiento
por 24 h. Solo en el caso de la linea MG-63 se estudié alas 3 ya las 24 h con el objetivo

de evaluar la dependencia con el tiempo. El rango de concentraciones usados fue entre

0.5y 2.5 uM.
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Figura 4.1.3.1: Produccidn de EROs, luego de un tratamiento de 24 h, excepto paralalinea MG-63. A: MG-63 (izquierda 3 h,
derecha 24 h), B: A549, C: MDA-MB-231, D: MCF-7, E: CACO2, F: LS174T, G: HT-29. Los resultados se expresan como la media +SEM

(n=3). *Diferencia significativa con el control (p<0.05). #Diferencia significativa entre complejo 3 y 4 (p<0.05).

A partir del andlisis de la figura 4.1.3.1, se puede percibir que el complejo 3 causa un
marcadoaumento en la produccién de ERO.En lalinea MG-63, representada en lafigura
4.1.3.1 A, se puede observar que la produccién de ERO aumenta en funcion de la
concentracién del complejo de cobre 3 (p<0.05). A 2.5 uM (3 h), la produccion es 2.5
veces mayor que a 0.5 uM. Ademds, se observa una diferencia significativa en el rango
de concentraciones usado con respecto al complejo 4 (p<0.05). Cabe destacar que el
aumento del nivel de ERO, como consecuencia del tratamiento con el complejo 3, es
también dependiente del tiempo. Luego de 24 h de tratamiento a 2.5 uM, la cantidad
de ERO aumenta aproximadamente el doble comparada con el tratamiento de 3 h. Sin
embargo, con el complejo 4, a las 3 h de tratamiento no se observa aumento en la
produccion de ERO en el rango de concentraciones, y a lasde 24 h a 2.5 uM, se observa

un aumento, no significativo estadisticamente, con respecto al control (p<0.05).
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Enla linea tumoral de pulmdn (figura 4.1.3.1 B), la produccién de ERO, bajo la accion del
complejo 3, aumenta aproximadamente un 130% en el rango de concentraciones
empleadas, comparado con el control (p<0.05). No se observa una dependencia de la
concentracion. No ocurre lo mismo en el caso del complejo 4, donde no se observan
diferencias significativas con el control (p<0.05). A la concentraciéon de 1.5 uM se

observa un aumento en la produccién de ERO de solo el 21%.

En las lineas derivadas de mama (figura 4.1.3.1 Cy D), especificamente en la linea triple
negativa, se observa una gran diferencia en el modo de accidn entre los complejos. Con
el complejo 3, la produccién de especies reactivasdel oxigeno sufre un granincremento,
y lo hace en funcién de la concentracién (p<0.05). A 1 uM este incremento es del 650%
ya 2.5 uM es de 1250% aproximadamente con respecto al control. Lo contrario ocurre
con el complejo 4, donde no se produce aumento alguno en la producciéon de ERO,
manteniéndose invariable con respecto al aumento en la concentracion. A 2.5 uM el
acrecentamiento en la produccion de ERO con el complejo 3 es 13 veces con respecto al

complejo 4 (p<0.05).

En la linea MCF-7, se produce un incremento en la produccién de ERO cuando son
tratadas con la mdaxima concentracion del complejo 3y 4, produciéndose un incremento
de la produccién de ERO del 38 y 40% respectivamente, estadisticamente significante

con respecto al control (p<0.05).

El efecto sobre la produccion de ERO en las lineas derivadas de cancer colorrectal, fue
similar, ya que el complejo 3 fue mayor inductor de estas especies (figura4.1.3.1E, Fy
G). El aumento de mayor significancia se observé en la linea celular CACO2, en la cual
hubo un incremento de 6000% aproximadamente, cuando las células son tratadas con
el complejo 3 a una concentracién de 1 uM. Luego hay una disminucion de la produccién
de ERO, debido a una posible citotoxicidad, disminuyendo la viabilidad celular, y con el
consecuente enmascaramiento de la produccion de ERO. Con el complejo 4 hay un
aumento dependiente de la concentracion (p<0.05). A 2.5 uM, la concentracion mas alta

usada, el porcentaje de incremento con respecto al control es de 1500% (p<0.05). A 1

161



1M el aumento producido por el complejo 3 es 41 veces mayor con respecto al complejo

4,

En la linea tumoral LS174T se produce un incremento de las especies reactivas del
oxigeno, pero no en la misma magnitud que en la linea recién mencionada. Bajo el
tratamiento con el complejo 3, el aumento a 1 y 1.5 uM es similar, de un 240%
aproximadamente con respecto al control. Cuando las células son tratadas con el
complejo 4, no se logra el mismo efecto, no hay diferencias significativas con el control
(p<0.05). Alaconcentracion de 2 uMdel complejo 3, no se observa produccion de EROs,
lo cual podria estar asociado a una accién citotdxica del mismo, ya que a esta
concentracion se produce una disminucion de la viabilidad del 80%. Por el contrario con
el complejo 4, a esta concentracién, hubo un incremento del doble con respecto a la

condicion basal (p<0.05).

Enlalinea HT-29, el porcentaje de especies reactivas del oxigeno que se producen luego
de 24 h de tratamiento con 1.5y 2 uM del complejo 3, es del doble y el cuadruple, con
respecto al control (p<0.05). Al compararlo con el complejo 4, a 1.5 uM, no hay
aumentos significativos, solo lo hay a 2 uM, cuyo incremento es un poco mas del doble

con respecto al control (p<0.05).

Ensayos realizados por el grupo de investigacién del Prof. Dr. Luis Lemus (Universidad
de Santiago de Chile), pudieron determinar las especies reactivas del oxigeno que se
producen con ambos complejos in vitro, en un modelo acelular. El reactivo ABTS es
usado para detectar especies oxidantes como radicales y especies oxo-metalicas.
Soluciones coloreadas de ABTS cambian a color verde cuando este reactivo es oxidado
a un radical catidénico ABTS" que presenta bandas en el espectro visible. Cuando el
complejo 3 y ABTS fueron combinados en una mezcla de agua-acetonitirlo
inmediatamente cambiaron de color a verde oscuro debido a laformacion de ABTS*. Por
el contrario, con la adicién del complejo 4 a la solucién con ABTS y acetonitrilo no se
produjo cantidades detectables de ABTS*. Esta reaccidn puede observarse en la figura
4.1.3.2. La confirmacion de la formacion de una radical OH, fue realizada mediante EPR.

Estos resultados indican una pronunciada diferencia en la habilidad de los complejos de
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cobre con dmp y phen en producir radicales hidroxilos. Los sustituyentes metilos en dmp
hacen que la geometria alrededor del atomo de Cu(ll) sea tetraédrico, requerido por el
estado reducido del cobre, Cu(l), y este estado puede facilitar la transferencia de

electrones al metal. Estos resultados no han sido publicados hasta el momento.
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Figura 4.1.3.2. Espectro UV-Vis de la reaccion entre [Cu(dmp),(CHsCN)]?* (A) y [Cu(phen),(CH;CN)J?* (B) con ABTS en una solucion de
acetonitrilo.

Drogas muy conocidas de uso clinico demostraron sus efectos citotdxicos por medio de
la generacion de ERO. Entre ellas, oxaliplatino y CisPt inducen de una manera dosis
dependiente, el aumento de los niveles intracelulares de 02"y H202. Cuando se agrega
SOD (genera H202 a partir de O27) luego de la administracion de oxaliplatino, aumenta la
actividad antiproliferativa y citotdéxica de la droga. Por el contrario, NAC (N-
acetielcisteina) anula el efecto del oxaliplatino por disminucién de los niveles de H20,,
debido a que la actividad de NAC compensa la deplecién intracelular de GSH inducida
por el oxaliplatino (Nicco et al., 2005). Por otro lado, otra droga de uso en la clinica,
como el paclitaxel, genera dafios citotéxicos debido a la sobreproduccion de ERO vy
dafios mitocondriales. La asociacion de Paclitaxel con SOD resulta en un marcado

aumento de la citotoxicidad, y con NAC, estos efectos citotoxicos disminuyen (Nicco et

al., 2005).

Enlalineaderivada de cancer colorrectal, ademas de evaluar la influencia de lasespecies
reactivas del oxigeno, se estudiaron dos procesos muy relacionados a este: la alteracién

del potencial de membrana mitocondrial y el estado del sistema GSH/GSSG.

163



Las mitocondrias, las cuales juegan un papel importante en el proceso de apoptosis,
pueden liberar factores pro-apoptéticos como el citocromo C, entre otros. la
disfuncionalidad de esta organela, se determina midiendo la alteracién de la integridad

de su membrana mediante la variacion del PMM.

Para determinar los cambios en el potencial de membrana mitocondrial (PMM),

células fueron tratadas con ambos complejos de cobre, usando concentraciones de 0.25
a 1.5 uM, por un periodo de 24 h y de empled la sonda fluorométrica DIOC6, usando
citometria de flujo. En el caso en que se produzca un decaimiento del PMM, la sonda se
libera de la mitocondria, y disminuye la fluorescencia. Los datos arrojados por el
citdmetro de flujo, estdn representados en la figura 4.1.3.3 a través de un grafico de
barras,y en lafigura 4 del anexo, se observan los histogramas obtenidos con los distintos

tratamientos.
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Figura 4.1.3.3. Porcentaje de despolarizacion de la membrana mitocondrial. Esta grdfica corresponde al tratamiento de la linea
HT29 por los complejos de cobre, por24 h. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3). *Diferencia significativa con el

control (p<0.05). #Diferencia significativa entre complejo3 y 4 (p<0.05).
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A partir de estas gréficas, (4.1.3.3 y 4 del anexo), se puede observar que hay una
alteracion en la membrana mitocondrial, con la consecuente caida del potencial de
membrana. Este efecto se ve incrementado luego del tratamiento con el complejo 3. A
partir de 0.25 uM, la proporcién de células despolarizadas aumentan con respecto a la
concentracion, existiendo una diferencia significativa con respecto al control en todo el
rango de concentraciones (p<0.05). A 1 uM, la proporcion aumenta un 460%
aproximadamente con el complejo 3, a diferencia del tratamiento con el complejo 4
donde el aumento es de solo el 130%. Es decir, el efecto del complejo 3 sobre el PMM
es 3.5 veces mayor, que el complejo 4 a la misma concentracién (p<0.05). En los
histogramas de frecuencia se puede observar un corrimiento del pico hacia la izquierda,
indicando disminucion de la fluorescencia, producto de la despolarizacién de la
membrana mitocondrial. Este corrimiento es particularmente evidente en los
histogramas correspondientes al complejo 3, los cuales son muy diferente de los

obtenidos por el tratamiento con complejo 4 en todo el rango de concentraciones.
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Figura 4.1.3.4. Radio GSH/GSSG, determinado en lalinea celular HT29. Tratamientopor24 h. Los resultados se expresan como la

media +SEM (n=3). *Diferencia significativa con el control (p<0.05). #Diferencia significativa entre complejo 3 y 4 (p<0.05).

Por otro lado, las células tumorales de la linea HT-29, fueron tratadas por un lapso de
24 h con los complejos de cobre 3 y 4, para determinar el estado del sistema redox
GSH/GSSG. Se trataron las células con OPT y NEM, y luego se realizaron las medidas

mediante fluorescencia. A partir de los datos presentados en la figura 4.1.3.4, se puede
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analizar que se produce una alteracion del sistema GSH/GSSG a favor de la forma
oxidada, y ésta es mayor con el complejo 3. Luego del tratamiento con el complejo 3,
hay una marcada caida del sistema oxidante, estadisticamente significante, desde 1 uM,
alcanzando una disminucién del 70% aproximadamente a 2 uM (p<0.05). No asi con el
complejo 4, donde el porcentaje de disminuciéon GSH/GSSG a la mayor concentracion es
del 42% con respecto al control (p<0.05). Ademas, se puede observar una diferencia
significativaa 1.5 uM entre ambos complejos (p<0.05), donde el porcentaje de descenso
es del 60% para el complejo 3y del 24% para el complejo 4. Estos resultados son acordes
alaproduccion de ERO en lalinea celular estudiada, observdndose el maximo porcentaje
de ROS a 2 uM luego del tratamiento con el complejo de cobre 3 y una brusca caida del

sistema antioxidante, con la consecuente disminucion de la viabilidad en un 62%.

La producciéon de ERO esta significativamente aumentada en las células cancerigenas,
debido a una disfuncionalidad en la mitocondria, a un metabolismo alterado, y
frecuentes mutaciones genéticas, resultando en una acumulacion de proteinas, lipidos
y ADN oxidados. Como respuesta adaptativa a esta situacién, las células cancerigenas
aumentan los niveles de scavengers, un sistema enzimatico o no enzimatico que pueden
regular la acumulacién de ERO. En la respuesta enzimatica, se produce un aumento
principalmente de catalasa y superdxido dismutasa (SOD), y en menor cantidad de
tiorredoxinas, peroxirredoxinas, entre otras. El GSH es un antioxidante no enzimatico, el
mismo actla como scavenger y detoxificante celular. Bajo condiciones fisiolégicas, GSH
reducido estd presente en mayor cantidad que la especie oxidada, GSSG. Pero en
condiciones de estrés el GSH es convertido en GSSG por peroxidasas luego de su
reaccion con las especies reactivas del oxigeno. Mas del 10% del GSH sintetizado se
encuentra en la mitocondria, donde reacciona con estas especies y previene la
apoptosis. En varias patologias, como desérdenes neurodegenerativos, cancer,
diabetes, entre otras, la homedstasis del sistema GSH se encuentra alterada (Bansal &

Celeste Simon, 2018) (Nicco et al., 2005).

Particularmente en cancer, niveles elevados de GSH protegen a las células cancerigenas
de la médula ésea, de la mama, colon y pulmén, confiriendo resistencia al tratamiento

quimioterapico. Moderados niveles de ERO activan varias vias de sefalizaciéon, que
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finalmente contribuyen a la supervivencia y migracion de las células tumorales. La
acumulacién excesiva de ERO, y la falla en el sistema scavenger, resulta en dafios en las
biomoléculas, con la consecuente muerte celular. Por lo tanto, las células tumorales,
necesitan mantener un balance del sistema antioxidante para sobrevivir.
Investigaciones pasadas, descubrieron, por ejemplo, que elevados niveles de GSH
promueven el proceso de metdstasis en melanoma y cdncer de higado. Ademas, estd
altamente correlacionado con pacientes que sufren recaidas luego de una cirugia de

eliminacion del tumor primario (Bansal & Celeste Simon, 2018).

Muchas drogas que reducen los niveles de GSH estan siendo actualmente usadas en
ensayos clinicos para mejorar la eficacia de otras drogas, por ejemplo, el disulfiram
induce apoptosis en las células tumorales de melanoma por cambio de la relacién

GSH/GSSG a favor del estado oxidado (Bansal & Celeste Simon, 2018).

Por otro lado, estd establecido que los complejos de cobre, aumentan los niveles de ERO
causando citotoxicidad en las células tumorales. El cobre es un metal activo en las
reacciones redox, puede incrementar los niveles de ERO, con el consecuente dafio en
las biomoléculas (Denoyer et al., 2015). Asi lo demuestran, complejos de cobre con 6-
metoxiquinolina, los cuales producen un aumento de 10 veces comparado con el control
basal, en los niveles de EROs en la linea tumoral de pulmén A549 (J. F. Cadavid-Vargas
etal., 2019). Otro compuesto con actividad promisoria, denominado Elesclomol, es un
ionosforo, que forma un complejo con el Cu?*, lo transporta al interior de la mitocondria,
donde es reducido a Cu*, generando estrés oxidativo y en consecuencia la muerte celular

(Denoyer et al., 2015).

Estos resultados evidencian que agentes externos pueden alterar la homeostasis de las
células, debido al incremento de las especies reactivas del oxigeno y producir la muerte

celular.
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4.1.4 Ensayo genotoxico. Ensayo cometa.

La exposicion del ADN a especies reactivas del oxigeno, especialmente al radical
hidroxilo, causan ruptura de simple y doble hebra, modificacion de las bases, entre

otros, lo que induce dafios en el genoma y mutaciones (Cai etal., 2007).

Por esta razén se estudid la capacidad de los compuestos de actuar como agente
genotdxico y el papel de las especies reactivas del oxigeno en el dafio a esta
macromolécula. Para este fin se llevd a cabo el ensayo cometa estandar y su versiéon
modificada con la enzima endonucleasa lll. Esta enzima actla como una glicosilasa que
reconoce varias pirimidinas oxidadas eliminandolas del ADN y generando sitios
apirimidinicos (sitios AP), que son transformados en roturas cuando el ADN es sometido
a pH alcalino. Asi, se produce un incremento en las roturas del ADN después de una
incubacién con la enzima, que son reveladas durante la electroforesis del ensayo
cometa, representando el nivel de dafio por proceso oxidativos, dando una estimacion

cuantitativa del nimero de lesiones especificas presentes en las células (Collins, 2017).

Las células de la linea MG-63, MCF-7 y A549, fueron incubadas con los complejos de

cobre por 24 hrs con concentraciones menores al ICso y luego se tratd las células con la

enzima endonucleasa IlI.

En la figura 4.1.4.1, se puede observar la formacioén de ruptura de ADN a partir de 0.50
UM, con el ensayo cometa estandar, en las tres lineas expuestas a la accién del complejo
3. Cuando las células, ademas son tratadas con la enzima Endo Ill, se observa la
presencia de quiebres a partir de 0.25 pM, concentracién en la cual se observa una
diferencia significativa entre ambas condiciones experimentales (p<0.05), con un
aumento significativoen la proporciéon de dano con respecto al control (p<0.05). De esta
manera se hace evidente que los dafios en el ADN, son producidos por las especies

reactivas del oxigeno, ya a bajas concentraciones del complejo.
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Figura 4.1.4.1. Ensayo cometaen las lineas A: MG-63, B: A549 y C: MICF7. Las barras representan el ensayo cometa estdandary el
ensayo con la enzima Endonucleasa lll. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3). *Diferencia significativa con el

control (p<0.05). #Diferencia significativa entre complejo 3 y 4 (p<0.05).

A su vez cabe destacar, que cuando las lineas tumorales son tratadas con 0.5 uM del
complejo 3, se comportan de manera similar ante la presencia o ausencia de la enzima
Endo lll, obteniéndose valores de tail moment semejantes. En la linea MG-63y MCF7 el
dano genotdxico es similar, no asi en la linea derivada de cancer de pulmén, donde se
aprecia un dafilo menor en la molécula de ADN. Especificamente en la linea MG-63 (A),

a 2 UM no se observan cometa debido a un efecto citotéxico del complejo.

Cuando lascélulasde la linea MG-63 son tratadas con el complejo 4, se generan quiebres
en la cadena de ADN, de manera dosis dependiente, cuando las células son tratadas sin
la enzima. Por otro lado, a la concentracion de 0.25 uM se observan diferencias

significativas entre los tratamientos con y sin Endo IIl (p<0.05), no asi a 0.5y 2 uM.
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Enlasotras dos lineastumorales, A549 y MCF-7, no se observan diferenciassignificativas
entre los tratamientos con y sin Endo lll. A 0.25 uM, se generan cometas pero los

quiebres en el ADN, parecer ser que no son causados por los ERO generados.

Hasta el momento, con los ensayos anteriores, se puede concluir que, especificamente
el complejo de cobre con ligando de fenantrolina bisustituido con metilos (complejo 3),
produce un gran incremento de las especies reactivas del oxigeno, una alteracion del
balance GSH/GSSG, a favor del GSSG y ademas produce alteracién de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial. Todos estos resultados conducen a un estado pro-

oxidante en la célula. El dafio que genera esta condicion se ve reflejada en la formacidn

de quiebres en la cadena de ADN, que aumenta cuando son expuestas a la Endo Ill.

Lasespecies reactivasdel oxigeno son reconocidas como mediadores de dafio en el ADN.
Las lesiones particularmente peligrosas en el ADN son las rupturas de doble hebra, las
cuales son mutagénicas debido a un re-arreglo cromosdmica erréneo o por la pérdida
de informacién genética debido a errores en la reparacién del ADN. Las especies
reactivas del oxigeno, inducen otras formas de dafio como la oxidacién de nucleosidos,
generando por ejemplo 8-oxo-guanina, lo que genera, en ocasiones rupturas de doble
hebra. Ejemplos de estos efectos lo son quimioterapicos como doxorubicina y cisplatino,
quienes incrementan los niveles de ERO, lo que contribuye a su genotoxicidad (Srinivas
etal., 2019). Por otro lado, varios complejos de cobre, inducen quiebres en la molécula
de ADN, como consecuencia de un aumento en las especies reactivas del oxigeno.
Cadavid Vargas y colaboradores, reportaron un complejo de cobre con 6-
metoxiquinolina, y un complejo ternario de cobre con sacarina y glutamina. Ambos
compuestos generaron dafos en el ADN, en las lineas tumorales A549 y MG-63, como

consecuencia directa de un incremento en la produccion de EROs (J. Cadavid-Vargas et

al., 2016; J. F. Cadavid-Vargasetal., 2019) .

4.1.5 Alteracion del ciclo celular e induccidn de apoptosis.

La perturbacién del ciclo celular por accién de los complejos de cobre, fue estudiado

mediante el uso de loduro de Propidio como intercalantey utilizando un citémetro de
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flujo. La linea celular CACO-2 fue expuesta a la accion de los complejos por un periodo

de 24 hrs.
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Figura 4.1.5.1. Andlisis del ciclo celular en la linea CACO-2 luego del tratamiento con los complejos de cobre por 24 h, representado
mediante grdficade barras de cada una de las condiciones. Los resultados se expresan como el promedio +SEM (n=3). *Diferencia

significativa con el control (p<0.05).

En la figura 4.1.5.1 (figura 5 del anexo), se puede observar que bajo la accién del
complejo 3, hay un arresto en la fase S. A 1 uM la poblacion en dicha fase, aumenta casi
el doble, con respecto al control (p<0.05), hay un aumento del 12% a un 25%
aproximadamente al ser tratadas. Con respecto a las otras fases, el porcentaje de
células en la fase Gi, sufre una disminucién significativa con respecto al control,
alrededor de un 12%, mientras la poblacién en G, permanece casi estable. A medida que
aumenta la concentracién, el tamafio de la poblacion en fase S aumenta un 19%, en
tanto que las células en fase G1 disminuyen con respecto al control (p<0.05).

El efecto observado por el complejo 4 es similar pero en menor medida. A la menor
concentracion, 2 uM, la poblacién en fase S sufre un incremento del 7%y a 5 UM esta
proporciéon aumenta alrededor de un 10%. Sin embargo, no se observan diferencias
significativas con respecto al control (p<0.05). Con ninguna de las concentraciones se
produjeron modificaciones en la fase Go.

La replicacion del ADN es una fase esencial en el ciclo celular, y es blanco molecular de

una gran cantidad de moléculas, considerado el mayor target biolégico para los agentes
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anticancerigenos. La intercalacion de moléculas en el ADN, puede ser aplicada para
producir un arresto del ciclo celular y destruir las células tumorales, o en los tejidos,
previniendo o inhibiendo la sintesis de ADN y la trascripcion génica (Salehi et al., 2017).
Factores externos como la exposicion a radiacion, medicacion o ERO resultan en dafios
en el ADN. Estas anormalidades detienen la progresién de la replicacion e inhiben la
iniciacion de nuevos origenes de replicacion hasta que el dafo sea arreglado. Como la
replicacion tiene lugar durante la fase S, el dafio en esta macromolécula es responsable
del arresto celular en fase S, y en consecuencia la inhibicion de la proliferacion celular.
Aun mas, nuevos quimioterapicos desarrollados, tienen como estrategia la inhibicion del
crecimiento de células tumorales induciendo dafio en el ADN, llevando al arresto del
ciclocelular enfase S. Dicha fase es un evento crucial en el ciclo celular, ya que permite
la replicacion del ADN sin acumular anormalidades genéticas. Algunas drogas inhiben el
crecimiento de las células cancerigenas mediante el arresto de las mismas en fase S.
Entre los que podemos nombrar se encuentra en hinokitiol y xantohumol, quienes
inhiben el crecimiento celular por arresto de las células en fase S en células de cancer
de colon y pulmén. Otras drogas lo son, PNT2258 induce el arresto en fase S de células
de linfoma No Hodkings (Preya et al., 2017). Por otro lado, la inhibicién de CHK1
(proteina que controla el ciclo celular) en lascélulas cancerigenas previene el arresto del
ciclodurante la fase S o G2 y permite la proliferacion células a pesar de la acumulacion
de dafios en el ADN (Otto & Sicinski, 2017).Estos resultados sugieren que los complejos
de cobre 3 y 4, inducen dafio en el ADN a través de estrés oxidativo, debido al
incremento en los niveles de ROS lo que contribuye al arresto del ciclo celular enfase S

de las células de cancer colorrectal.

Para estudiar la naturaleza de la muerte celular producida por los complejos de cobre 3
y 4, se realizduna doble tincién con anexina V-FITC/IP, y los resultados fueron analizados
por citometria de flujo. La figura 4.1.5.2 muestra los resultados obtenidos en las tres
lineas celulares derivadas de colon, CACO2, LS174T y HT-29. Los dot plots se pueden
observar en el anexo, figura 6y 7 para lalinea celular CACO2, figura 8 y 9 parala linea
celular LS174T y la figura 10 del anexo corresponde a la linea HT-29.
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Figura 4.1.5.2. Andlisis de los resultados de la doble tincidn Anexina V/IP sobre A: CACO2 (6 y 24 h de exposicion a los complejos), B:
LS174T(6y 24 h deexposicion)y C: HT29 (24 h de exposicion). Porcentaje celular en las distintas poblaciones, apoptosis temprana,

tardia y necrdticas. Los resultados se expresan como el promedio +SEM (n=3). *Diferencia significativa con el control (p<0.05 ).

#Diferencia significativa entre complejo 3 y 4 (p<0.05).
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El proceso de induccién de apoptosis, sobre la linea celular CACO2, se realizé a dos
tiempos, alas 6 y alas24 h. A partir de la figura 4.1.5.2 (A) se puede determinar que la
induccion de apoptosis es dependiente del tiempo y la concentracién (p<0.05). A las 6
h, con el complejo 3 ala concentracionde 1y 2 uM, se observa un aumento significativo,
del 62 y 67.4% de la poblacidon celular anexina V (+), respectivamente con respecto al
control (p<0.05), es decir hay un incremento de células en apoptosis temprana. A su vez
a 2 uM, hay un incremento significativo, del 94% de la poblacion V+IP+, es decir la
poblacién de células apoptdticas tardia, con respecto al control (p<0.05), asi mismo hay
un pequefio aumento en la poblacién IP (+). Con el complejo 4, hay un incremento
significativo en el porcentaje de las poblaciones apoptdticas tempranas (44%) con
respecto al control (p<0.05). Pero el mismo ocurre a concentraciones mas altas, 2.5 uM
y no en la misma proporciéon. A5 uM hay un pequefio incremento de la poblacién V+y

V+/1P+.

A las 24 h, a dosis mas bajas con el complejo 3, 0.5y 1 uM, hay un claro aumento en las
poblaciones V+IP+ e IP+ dependientes de la concentracion (p<0.05). A 0.5 uM, hay un
marcado incremento en la poblacién doble positiva, del 167% con respecto al control
(p<0.05). A la mayor concentracion, la poblacién de células apoptoticas tardias aumenta
8 veces y la poblacién necrdtica lo hace cerca de 15 veces con respecto al control, al
mismo tiempo se produce una disminucion estadisticamente significativa de las células
con marca simple V+ (p<0.05). Luego del tratamiento con el complejo 4, se observa que
a 1.25 uM hay un pequeiio aumento en la poblacién doble positiva y a la concentracion
mas elevada, 2.5 uM, hay un aumento de la proporcion celular V+IP+ aproximadamente

3 veces, y la poblacion IP+ sufre un aumento significativo de 10 veces con respecto a la

poblacién control (p<0.05).

En la figura 4.1.5.2 B se presentan los datos obtenidos para la linea LS174T. Este
experimento igualmente se realizd a dos tiempos diferentes a las 6 yalas24 h ycon 2
concentraciones diferentes para cada periodo. Se puede observar un comportamiento
similar a las células de la linea CACO2, es decir, el aumento de las poblaciones
apoptéticas es dependiente de la concentracién y del tiempo. Con el complejo 3 alas6

hrs, a 1 uM hay un marcado incremento de la poblacién V+ (247%) con respecto al basal
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(p<0.05). Al aumentar al doble la concentracién, se produce una disminucion
significativa (153%) de la poblaciéon celular en apoptosis temprana con respecto a la
concentracion anterior, y un aumento de células necrdticas IP+ (208%) con respecto al
control (p<0.05). Con el complejo 4, con ambas concentraciones hay un aumento solo
de la poblacién apoptdtica temprana. A 1 uM el aumento es del 143%, casi la mitad del
aumento que se produce con el complejo 3 a la misma concentracién, diferencia
estadisticamente significante (p<0.05). A 2 uM, el incremento es de 262% con respecto
al basal (p<0.05), sin producirse modificacién alguna en las otras poblaciones. La
proporcion de células IP+ tratada con el complejo 3 a 2 uM (203%) es significativamente
mayor que la tratada con el complejo 4 a la misma concentracion, donde no se observa

un aumento con respecto al control (p<0.05).

A 24 h, con la menor concentracién de tratamiento del complejo 3, 0.5 uM, hay un
aumento significativo de la poblacién apoptética temprana, aproximadamente un 84%
con respecto al basal (p<0.05). A 1 uM esta poblacién (V+) se mantiene en la misma
proporcién aproximadamente (93%) con respecto a la concentracién anterior, y se
observa un incremento del 26% de la poblacidn apoptética tardia. Con el complejo 4 a
0.5 UM hay un 34% mas de células en apoptosis temprana con respecto al control
(p<0.05). Pero este incremento es significativamente menor en comparaciéon con el
complejo 3 ala misma concentracién (p<0.05). A 1 uM hay un incremento significativo
de la poblacién V+, un 66.7%, comparada con el estado basal (p<0.05), y no se observan
cambios en la poblacién de células en apoptosis tardia o en la poblacién necréticas. La
proporcion de células en apoptosis tardia entre los complejos 3 y 4 a 1 uM, es

significativamente diferente (p<0.05).

La evaluacidn de la induccion de apoptosis en la linea celular HT-29, fue evaluada solo a
24 h. El rango de concentraciones usadas fue entre 1 y 3 uM para ambos complejos. Con
el complejo 3 esta muerte celular se ve incrementada a partir de 1 uM, donde hay un
aumento en las poblaciones V+ (100%) y V+IP+ (59%). A 2.5 uM, se produce un
incremento estadisticamente significativo, estas mismas poblaciones incrementan 770%
y 680% aproximadamente con respecto al basal (p<0.05). Con la mayor concentracién

testeada, el aumento con respecto a la concentracidon anterior es minimo, pero es
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significativo con respecto al basal, 805% y 697% para la poblacion de células V+y V+IP+,
respectivamente (p<0.05). Con el complejo 4 se observa un incremento
estadisticamente significativo en la proporciéon de células doble positivas, en todo el
rango de concentraciones evaluado, de 250%, 560% y 700% aproximadamente para la
concentracion de 1, 2.5y 3 uM respectivamente, con respecto al basal (p<0.05). No se
observé cambios significativos en las poblaciones celulares restantes, es decir V+/IP- y
V-/IP+. Ademas, se observa una diferencia significativa, entre los complejos, en la
proporcion de células en apoptosis temprana. A 2.5 uM esta diferencia es de 4 veces
mavyor para el complejo 3, y a 3 uM es de 3 veces mayor (p<0.05). Estos datos estdn

graficados en la figura 4.1.5.2 C.

Para corroborar el efecto de estos complejos sobre las células HT-29, se realizd una
doble tincién de las mismas, con naranja de acridina e ioduro de propidio. Las células
fueron expuestas a los complejos 3 y 4 por 24 h a bajas concentraciones y luego, de ser

tefidas, fueron analizadas al microscopio de fluorescencia.

Como puede observarse en las fotografias de la figura 4.1.5.3, se producen cambios
morfolégicos en las célulasal ser tratadas con los complejos de cobre. Lascélulas control
tienen coloracién normal del nicleo, con cromatina verde y en estructura organizada.
Cuando son tratadas, con 0.5 uM del complejo 3 se observan dareas verdes densas
(fragmentacion de la cromatina) y ademas se puede apreciar que hay otras células
tefiidas con color rojizo/anaranjado, se debe a la alteracion de la membrana plasmatica
que permite el ingreso del ioduro de propidio y tifie la cromatina, una de las
caracteristicas del proceso de apoptosis temprano. En la fotografia correspondiente al
tratamiento de 1 uM, se puede apreciar una mayor cantidad de células tefiidas por el IP,
debido a una mayor alteracién de la membrana plasmatica. También hay una mayor
fragmentacién de la cromatinay el blebbing de la membrana plasmatica, caracteristica
que diferencia el proceso de apoptosis de la necrosis. En lasimagenes correspondientes
al complejo 4, a 0.5 uM no se observa condensacion de cromatina, pero si una tincion
de la misma con el IP, sugiriendo una alteracién en la membrana plasmatica,ya 1 uM
se puede observar en algunas células blebbing de la membrana, indicando la presencia

de células en apoptosis temprana. Los resultados muestran que el complejo de cobre 3
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induce cambios morfolégicos en mayor medida que los producidos por el complejo4, la
principal diferencia en las imagenes radica en una mayor cantidad de células IP+ luego

del tratamiento con el complejo 3.

Complejo 3 0.5 uM Complejo 31 uM

Complejo 4 0.5 uM Complejo 41 uM

Figura 4.1.5.3 Fotografias de las células HT-29 expuesta a 0.25 y 0.5 uM de los complejos de cobre. Las imdgenes fueron tomadas

con un objetivo40X.

A fin de estudiar si la apoptosis es inducida por la cascada de caspasa, las caspasas 3/7
fueron cuantificadas en la linea celular CACO2 tratadas con ambos complejos de cobre
a 2 tiempos diferentes, a las 3 y 6 h. La activacion de estas enzimas, es una de las
caracteristicas distintivas del proceso de apoptosis, y Ultimamente resulta en el clivaje
de la poli ADP ribosa polimerasa, fragmentacién del ADN y finalmente la muerte celular
(Moloney & Cotter, 2018). Elevados niveles de ERO, pueden directamente inducir la

activacion de las caspasas en ambas vias.
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Figura 4.1.5.4 Andlisis de la activacion de la caspasa 3/7 en el proceso de apoptosis. Linea celular CACO2, tratadas a dos tiempos
diferentes, 3y 6 hrs. Los resultados se expresan como el promedio *SEM (n=3). *Diferencia significativa con el control (p<0.05).

#Diferencia significativa entre complejo 3 y 4 (p<0.05).

En la figura 4.1.5.4 (anexo figura 11y 12), se presentan los resultados de la activacién
de la caspasa 3/7 a las3 y 6 h. Alas 3 h, se observa un aumento en la actividad de la
caspasa 3/7, con un incremento del 89% a 1 uM, y del 134% a 2 uM, con respecto al
basal, sin embargo, no hay diferencia estadisticamente significante. Un aumento similar
se produce luego del tratamiento con el complejo 4, pero cabe destacar que la
concentracion usada es mayor, de 2.5 uMy 5 uM. A las 6 h, para el complejo 3, la
activacion de la caspasa es dependiente de la concentracion, a mayor concentracién
mayor es la activacion de las caspasas 3/7 (p<0.05). Con la minima concentracion del
complejo 3 aumenta un 31%, con respecto al basal ya 2 uM, la proporcién de la caspasa
activa aumenté un 145% con respecto al basal. Con el complejo 4 la activacion de las
caspasas se mantiene casi invariable, no hay aumentos a medida que aumenta la
concentracion. Cabe mencionar, que los datos se encuentran corregidos en base a las
células sytox positivas, es decir se hace descartando las células necraticas, por lo que los

datos representados se expresan en funcion de las células vivas.

La eficiencia terapéutica de las drogas antitumorales depende de su habilidad para
inducir muerte celular enlas células cancerigenas. El nivel intracelular de H2O; esta cerca
del limite de toxicidad, aumentos adicionales de H202 sumado a la deplecién del sistema
antioxidante en las células tumorales, dispara el fendmeno de apoptosis. Este aumento

en los niveles de ERO inducidos por las drogas anticancerigenas agota la capacidad
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antioxidante de las células, empujandolas mas alld de los limites de supervivencia y
provocando la muerte celular (Nicco etal., 2005). Por otro lado, un incremento drdstico
en los niveles de ERO, lleva a la activacién de p53 y luego, cascada abajo, a la
sobreexpresion de genes pro-oxidantes como PUMA y a la baja expresion de proteinas
antioxidantes como SOD2, produciendo en consecuencia, muerte celular (Srinivas etal.,
2019). La unidn de las especies reactivas del oxigeno, a los receptores de muerte,
disparan la activacién de las caspasas iniciadoras, como la caspasa 8, resultando en la
activacion de la caspasa 3 y la liberacién mitocondrial de Bcl-2 y Bid, las cuales se
translocan a la mitocondria produciendo laliberaciondel citocromo C. Adem3s, por otro
lado, la produccién aumentada de O desde la mitocondria, produce dafios en la
membrana de dicha organela resultando en la liberacién del citocromo C al citosol con
la consecuente activacion de las caspasas (Moloney & Cotter, 2018). Cabe ademas
sefialar, que el fendmeno de apoptosis inducido por ERO, estd asociado a una
diminucién de los niveles de GSH y la perdida de la homeostasis redox. La disminucion
de los niveles de GSH son el resultado de oxidacion de GSH por las especies reactivas del

oxigeno, aumentando aln mas los niveles de ERO (Srinivas et al., 2019).

La quimioterapia es ampliamente usada en el tratamiento del cancer y es conocido que
aumenta la produccion de ERO resultando en dafios irreparables y la muerte celular.
Ejemplo de ellos incluyen, antraciclinas como la doxorrubicina, cisplatino, bleomicina y
tridxido de arsénico (Moloney & Cotter, 2018). Igualmente, en la literatura se reportaron
varios complejos de cobre, quienes tienen un efecto similar a los que fueron
presentados. Entre estos se puede mencionar metalofdrmacos de cobre con
tiosemicarbazonas como ligando, sintetizados por Deng y colaboradores, quienes
probaron su actividad antitumoral en células derivadas de tumor de higado. Estos
demostraron que en dichas células tratadas, se producia un colapso del PMM, con el
consecuente aumento de proteinas proapoptéticas y la disminucién de proteinas
antiapoptéticas. Por otro lado se produjo un aumento del ERO, promoviendo asi mismo
la produccion de mayor cantidad de proteinas proapoptéticas como segundos
mensajeros, asi como también la apertura de los poros de la membrana mitocondrial.
Ademds demostraron un aumento en los niveles de caspasa 9y 3, con la consecuente

muerte celular por apoptosis (Deng et al.,2018). Otros compuestos con un efecto similar
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es un complejo con 6 metoxiquinolina, con actividad sobre la linea celular A549 (J. F.

Cadavid-Vargasetal., 2019).
4.2 Ensayos en sistemas 3D

4.2.1 Viabilidad celular

La accion citotdxica de los complejos fue evaluada en sistemas celulares mas complejos,
como lo son los esferoides multicelulares. Para tal fin se obtuvieron esferoides de MG-
63 y MCF-7 por el método de hanging drop, y esferoides de A549 y HT-29 por el método
de liquid overlay. Los esferoides fueron expuestos a ambos complejos en un rango de
concentraciones entre 2.5 y 50 uM por 24 h. Luego de este tiempo, se midio la viabilidad
mediante |la sonda resazurina con espectrofluorémetro alos esferoides de MG-63, MCF-

7 y A549, mientras que la de los esferoides de la linea de colon fue medida con IP

mediante citometria de flujo. Los resultados de ICsg estdn expuestos en la tabla 4.2.1.1.

MG-63 6.05 +1.8 37.88 +2.70
MCF-7 6.98 +0.68 31.39 +1.53 >50
A549 8.31 +0.74 10.56 +0.51 >50
HT-29 (IP) 18.32 +2.5 19.12 +0.82

Tabla 4.2.1.1. Resumen de los ICso (uM) de los complejos sobre las lineas probadas. Los resultados se expresan como el promedio
£SEM (n=3).

Como podemos observar, en la tabla 4.2.1.1 (figura 13 del anexo, se observan graficos
de barra), en todos los casos, el complejo de cobre 3 evidencié ser mas citotéxico que
su analogo. A su vez ambos compuestos presentan ICso menores que el CisPt, droga de
referencia. Lalinea HT-29 reflejé ser la mas resistente al tratamiento con dicho complejo

y lalinea de osteosarcoma la mas susceptible. Un orden de mayor a menor citotoxicidad,
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para el complejo 3 seria, MG-63>MCF-7>A549>HT-29, y para el complejo 4, el orden

seria de A549>HT-29>MCF-7>MG-63.

Control

o,

0310 uM

Complejo3 5 puM Complejo3 7.5 pM Complej

Complejo 320 uM Complejo 330 uM Complejo 3 50 uM
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Complejo4 7.5 uM Complejo 4 10 uM

Complejo 4 20 uM Complejo4 30 uM Complejo 4 50 uM

Figura 4.2.1.2. Fotografia de los esferoides de MG-63 tratadas con los complejos de cobre 3 y 4. Tomadas con un microscopio

invertido con el objetivo 10X, luego del tratamiento.

En las figuras 4.2.1.2 se ilustran los efectos citotdxicos de los complejos de cobre sobre
los esferoides de la linea MG-63, el mismo es dependiente de la concentracién para el
complejo 3 (p<0.05). Estos modelos tumorales fueron expuestos durante 24 h a
concentraciones entre 5 y 50 uM. En las concentraciones mas altas, la fluorescencia
(resazurina) emitida por las células es mas baja que la solucién usada como blanco,
indicando que la sonda no fue metabolizada debido a la alta citotoxicidad generada por
el compuesto. El ICso obtenido para el complejo 3 en los esferoides es 2 veces mayor
gue en monocapa, y en cuanto al complejo 4 la resistencia otorgada por los esferoides
es de 12 veces mayor. La accion citotdxica de los complejos queda en evidencia, ademas,
por las fotos de los esferoides. En las mismas se puede advertir desintegracion celulary
pérdida de compactacién en las esferas multicelulares, producto de la accién de los
complejos. A 30 uM hay una gran diferencia en la estructura del esferoide entre los

complejos, ya que con el complejo 3 se evidencia una mayor desintegracion celular.

Como se observa en la tabla 4.2.1.1 el ICso del CisPt (figura 14 del anexo, grafico de
barra), es mayor a 50 uM en la linea MG-63. Adem3s, en las fotografias de la figura
4.2.1.3 se observan que los esferoides se mantienen casi intactos en el rango de

concentraciones usadas para tal fin.
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CisPt 50 uM

Figura 4.2.1.3. Ensayo de citotoxicidad de los esferoides de la linea MG-63, luego del tratamiento por24 h con CisPt. Los resultados

se expresan como el promedio +SEM (n=3).

Los esferoides de la linea MCF-7 fueron tratados con concentraciones de entre 5 y 50
UM de ambos complejos por 24 h. La citotoxicidad es dependiente de la concentracion
(p<0.05). En todo el rango de concentraciones usados, se evidencié una disminucién de
la viabilidad con respecto al basal (p<0.05). A 10 y a 20 uM, se observa una gran
diferencia en la actividad entre ambos compuestos. Mientras que el complejo3 a 10 uM
produjo una disminucidn del 66% de la viabilidad, el complejo 4 solo lo redujo un 43%,
y a 20 uM la reduccién es mucho mayor, del 77% para el complejo 3 y de solo el 49%
para el complejo 4 (p<0.05). Con respecto a los ICso entre los esferoides y monocapa, el
complejo 3 es 2.3 veces mayor, y el complejo 4, el valor es 5 veces mas grande. En las
fotografias de la figura 4.2.1.4, la accién citotéxica de los metalofarmacos no se
relaciona con la pérdida de tamafio, en cambio, se hace evidente por la pérdida de
compactacion de los esferoides con respecto al control, esto quizds se debe a una

disminucién de la unidn célula-célula.
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COMPLEJOS DE COBRE

Control

Complejo35 uM Complejo3 10 uM

Complejo 3 20 puM Complejo 3 50 uM

Complejo4 5 uM Complejo4 10 uM

Complejo 4 20 pM Complejo 4 50 pM

Figura 4.2.1.4. Fotografia de los esferoides de lalinea MCF7 tratadas conlos complejos de cobre 3 y 4. Tomadas conun

microscopio invertido con el objetivo 10X, luego del tratamiento.
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COMPLEJOS DE COBRE

Control

Complejo35 uM Complejo 3 10 uM

Complejo 3 20 uM Complejo 3 50 uM

Complejo4 5 uM Complejo4 10 pM

Complejo4 20 uM Complejo4 50 pM

Figura 4.2.1.5. Fotografia de los esferoides de la linea celular A549, tratados por 24 hrs con los complejos 3 y 4. Las mismas fueron

tomadas con microscopio invertido con un objetivo 10x.
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La linea A549, también se ve afectada por la accién de los complejos. A 10 uM, existe
una diferencia significativa entre ambos complejos (p<0.05), con el complejo 3 la
proporciéon de células viables es de solo el 18%, y con el complejo 4 es del 45%
aproximadamente con respecto al control (p<0.05). A concentraciones mas altas, no
existe diferencia significativa entre ambos complejos. La relacion de ICso entre los
esferoides y en monocapa es de 4.3 veces para el complejo 3 y de 2.6 veces para el
complejo 4. Enlas fotografias de la figura 4.2.1.5, se puede observar un gran dafio en el
esferoide por accion del complejo 3 a la mayor concentracidon. Se observa un
desprendimiento celular,y a su vez se observa una alteracion en el limite del mismo a
medida que aumenta la concentracién. Este dafo tiene mayor significancia cuando los
esferoides son tratados con el complejo 3 que con el complejo 4. La disminucién de la
viabilidad impartida por el complejo 4, evidencia ser estadisticamente significativa en
todo el rango de concentraciones usados con respecto al control (p<0.05), ademas entre

5y 20 uM, hay una dependencia de la concentracion (p<0.05).

%P+

Figura 4.2.1.5. Actividad citotoxica de los complejos de cobre, sobre la linea celular HT-29. Fue determinada por citometria de flujo.
Se grafico el porcentaje de células IP positivas. Los resultados se expresan como el promedio +SEM (n=3). *Diferencia signifi cativa

con el control (p<0.05). #Diferencia significativa entre complejo 3 y 4 (p<0.05).
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Complejo 4 2.5 pM Complejo4 5 pM Complejo4 7.5 uM Complejo 4 10 uM
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Complejo4 12.5 uM Complejo4 15 uM Complejo 4 20 uM Complejo 430 pM

Figura 4.2.1.6. Fotografia de los esferoides de la linea HT-29 luego del tratamiento por 24 hrs con ambos complejos de cobre. Las

mismas fueron tomadas con un microscopio invertido con el objetivo 10X.

La citotoxicidad de los metalofarmacos de cobre sobre la linea HT-29 fue medida con IP
mediante citometria de flujo. El tratamiento llevado a cabo fue por un periodo de 24 h
con concentraciones entre 2.5y 30 uM. Enlafigura4.2.1.5, esta representado mediante
un grafico de barras el porcentaje de células IP positivas en funcion de la concentracion
de complejo. El complejo 3 mostrd diferencia significativa con el estado basal a partir de
12.5 uM y el complejo 4 a partir de 10 uM (p<0.05). El ICs0 del complejo 3 de los
esferoides versus monocapa es 12.6 veces mayor y 6.2 veces para el complejo 4. Sin
embargo, los ICso obtenidos para el complejo 3 y complejo 4 no mostraron ser
significativamente diferentes (18.32 uM y 19.12 uM respectivamente). Para resaltar la
importancia en el uso del sistema de cultivo 3D, esta linea exhibié mayor resistencia al
tratamiento que las otras lineas ya mencionadas anteriormente, al contrario de lo que

ocurre con el sistema en monocapa.

En lafigura 4.2.1.6 se pueden observar a través de las fotografias como los esferoides
fueron perdiendo compactacién con el tratamiento. Ademas, se observa pérdida de

fragmentos de los mismos.

Otra manera de evaluar la actividad citotoxica de los complejos fue mediante la tincion
de los esferoides de las lineas de osteosarcoma, MG-63, y de cancer colorrectal, HT-29
con dos sondas, fluoresceina diacetato (FDA), que marca las células metabdlicamente
activas e IP, que marca las células que tienen alterada la membrana plasmatica. Los
esferoides de MG-63 tienen un tamafio aproximado de 620 um, tamafio en el cual es

evidente el centro necrotico.
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Complejo 3 25uM Comglejo3 7.5 pbd

Complejod 2.5 M Complajcd 5 pM Complejod7.5 phd

Figura 4.2.1.7. Fotografia de los esferoides derivadas de la linea MG-63 tefiidos con FDA/IP. Fueron tratados por24 hrs conambos

complejos de cobre. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia, con un objetivo 10X.

Los esferoides de la linea celular derivada de osteosarcoma, fueron tratados por 24 h
con 3 concentraciones, 2.5, 5y 7.5 uM de ambos complejos de cobre. En las fotografias
de lafigura 4.2.1.7, se puede apreciar, el control tefiido de verde, rodeando un centro
necrético, tefido por color rojo debido al IP. El tamafo de estos esferoides es de
alrededor 670 um. A medida que aumenta la concentracion de los complejos, disminuye
la poblacién metabdlicamente activa, teflidas con FDA (verdes) y hay un aumento en la

poblacién de células necrdticas, tefiidas con IP (rojas).
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Fluorescencia de los esferoides

150

FDA/IP

Concentracion pM

Figura 4.2.1.8. Representacion grdfica de la relacion de fluorescencia entre FDA/IP de los esferoides de la linea HT-29. Los
resultados se expresan como el promedio +SEM (n=3). *Diferencia significativa con el control (p<0.05). #Diferencia significativa

entrecomplejo 3 y 4 (p<0.05).

Control Complejo 3 2.5 uM Complejo35puM  Complejo 3 7.5 uM

Complejo 3 10 pM Complejo 312.5pyM Complejo 3 15 uM
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Control Complejo 4 2.5 uM Complejo45uM  Complejo 4 7.5 uM

Complejo 4 10 uM Complejo 412.5pM Complejo 4 15 puM

Figura 4.2.1.9. Fotografia de los esferoides de la linea HT-29 tefiidos con FDA/IP. Estos fueron tratados por 24 hrs con los complejos

decobre.

Los esferoides de lalinea HT-29, los cualestienen un tamafo de 510 um, fueron tratados
por 24 hrs con un amplio rango de concentraciones, entre 2.5 y 15 uM y luego se evalud
el efecto de los mismos mediante una doble tincion FDA/IP. En la gréfica de la figura
4.2.1.8, se observa larelacidonde fluorescencia de los esferoides entre FDA/IP. El maximo
de fluorescencia, 100%, esta dado por el control, el cual coincide con la fotografia del
mismo, ya que se encuentra de color verde tefiido por la sonda FDA, aun no se evidencia
la presencia de un centro necroético debido a su tamafio. Por lo general esferoides con
células densamente empaquetados con aparicidn de necrosis se produce cuando tienen
un tamano de entre 550 y 650 um (Riffle et al., 2017). A medida que aumenta la
concentracion de los complejos la fluorescencia verde disminuye y aumenta la
fluorescencia del IP. En conclusién, la relacidon comienza a disminuir. El descenso de la
fluorescencia es mas evidente con el complejo 3, lo cual se puede comprobar en las
fotografias. A partir de 5 UM se observa un gran centro necrético. Asimismo, se puede
observar una alteraciéon en la morfologia del esferoide, pérdida de tamafio vy
desintegracion celular. Con el complejo 4 hay una disminucion de la fluorescencia que
es evidente a 7.5 uM. Se puede apreciar en las fotografias de la figura 4.2.1.9, como

aumentan las células necrdticas, dadas por el color rojo del IP y este cambio es aun mas
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evidente a la concentracion de 15 uM, donde se produce la desintegracion del esferoide

multicelular.

Estd bien establecido que los perfiles genéticos y las respuestas a tratamientos de las
células tumorales, son diferentes entre los modelos 2D y los tumores sélidos. Por esta
razon puede que los esferoides multicelulares, costituyen un modelo que contribuye a
obtener resultados que sean comparables a las condiciones in vivo. Las células
tumorales en los esferoides exhiben heterogeneidad en proliferacién, actividad
metabdlica y sefiales de reparacion celular. En este sentido, la sefializacién de HIF (del
inglés, Hypoxia Inducible Factor, Factor Inducido por Hipoxia) contribuye a la
regionalizacién de los esferoides multicelulares en capas y la formacién de
microambientes, la difusién limitada de oxigeno establece gradientes en HIF-a y en
consecuencia el comportamiento celular, el cual es similar al encontrado a los tumores
in vivo. La hipoxia estimula el crecimiento celular, represiéon de proteinas que
participacion en la reparacion de dafios en el ADN. Sin embargo, diversos estudios
apoyan que dos proteinas, ATM y ATR, permiten la estabilizacion de las horquillas de
replicacidony previenen el dafio del ADN, logrando la supervivencia celular y reiniciar la

proliferacioén (Riffle & Hegde, 2017).

Otra de las consecuencias de la hipoxia son los niveles elevados de ERO. Esto oxida
lipidos, proteinas y acidos nucleicos lo que altera la homeostasis celular e induce dafios
en el ADN. Para contrarrestar estos efectos, las células tumorales aumentan vias de
sefializacién que generan NADPH, un equivalente que mitiga el impacto negativo de las
ERO. En estas condiciones, también se produce la dimerizacién de HIF-a y HIF-B3, lo que
regula la transcripcion de proteinas las cuales contribuyen a la reprogramacion

metabdlica (Riffle et al., 2017; Riffle & Hegde, 2017).

Asi mismo, se observa un aumento en la actividad de la proteina isocitrato
deshidrogenasa (IDH), reduce a-cetoglutarato para formar citrato y NADPH. Este
proceso es critico, para mantener la viabilidad celular bajo condiciones de hipoxia ya
que promueve la lipogénesis de novo, la restauracién de los niveles de glutatién, y la

produccion de equivalentes de carbonos para la senalizacion celular. Todos estos
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procesos, es decir la estabilizaciéon de HIF-a, la reprogramacion metabdlica, la
produccion de EROs, y la actividad de IDH, han sido observadas en los esferoides
multicelulares en patrones similares a los observados en in vivo (Riffle & Hegde,

2017)(Riffle et al., 2017).

Otra de las consecuencias de la hipoxia es la activacién de ciertas proteinas que
participan en el desarrollo de resistencia. La misma se manifiesta en la diferencia de
valores de ICso obtenidos para monocapa y para esferoides, siendo mucho mayor para

este ultimo (Dickreuter & Cordes, 2017).

Por otro lado, el complejo 3 resulto ser mas activo. Una de las posibles causas, es su gran
capacidad para generar ERO, lo que le permite sortear los mecanismos de defensa
impuestos por este método de cultivo, como el aumento de NADPH vy la estabilizacién
de la concentracién de glutation. El aumento abrupto de los niveles de las especies
reactivas del oxigeno es mucho mayor que la sintesis de antioxidantes, causando muerte

celular, lo que se ve reflejado en la disminucién de la fluorescencia de la resazurina y el

aumento de la sefial de IP al microscopio, al tratar los esferoides con el este complejo.

4.2.2 Invasion de esferoides multicelulares.

La migracidn invasiva de las células tumorales a través de la membrana basal es el paso
inicial de la metdstasis tumoral. Este proceso es dependiente de la adhesion celularyla
migracidn, asi como de la protedlisis de la matriz extracelular. En este trabajo de Tesis
Doctoral se evalud la capacidad de los complejos de inhibir el proceso de invasién de las

células tumorales desde los esferoides multicelulares. Este ensayo permitié evaluar la

iniciacion de la migracidn a partir de un unico foco.

Los esferoides de las lineas MG-63, MCF-7 Y A549 fueron crecidos por el método de la
gota colgante los dos primeros y por el método liquid overlay para la ultima linea. Una
vez que alcanzaron su tamafio ideal, aproximadamente 500 y 550 um, fueron
trasladados a una placa que tenia una capa de colageno |, el mayor sustrato de MEC.
Una vez colocados alli los esferoides fueron tratados por un plazo de 24 h para MG-63y

A549, en cambio para la linea MCF-7 el tiempo fue de 48 h. Esto es debido a las
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propiedades invasivas de las lineas tumorales, ya que las mismas dependen del

microambiente asi como de sus propiedades invasivas intrinsecas (Weiswald et al.,

2015).
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Figura 4.2.2.1. Ensayo de invasion sobre una matriz de coldgeno | de esferoides de la linea MG-63. Los resultados se expresan
como el promedio *SEM (n=3). *Diferencia significativa con el control (p<0.05). #Diferencia significativa entre complejo 3 y 4
(p<0.05). Fotografias tomadas con el microscopio invertido con el objetivo 10X (derecha). Fotografia del proceso de invasion de los

esferoides de la linea MG-63 (izquierda).

Enlafigura4.2.2.1 pueden observarse un graficode barrasy fotografias que representan
el efecto de los complejos sobre el proceso de invasidn de los esferoides de la linea MG-
63. El complejo 3, a las concentraciones de 0.25 y 0.5 uM no se observa efecto alguno
sobre este proceso, lo que se reviertea la ala concentraciéon de a 1 uM, provocando
una inhibicidén de este proceso en un 50% .A 2.5 uM la invasidon se ve marcadamente
disminuido con respecto al basal, 92.1% (p<0.05). El complejo 4 solo a 2.5 uM, provoca
un efecto significativo con respecto al basal, una disminucion de 73.9% de la invasion
(p<0.05). Sin embargo, a 0.25, 0.5 y 1 uM no hay diferencias significativas con respecto
al basal. Enlas fotografias de los esferoides, también se puede apreciar la diferencia en
la capacidad inhibitoria entre los dos complejos a 1 uM, en donde las proyecciones

desde el esferoide son menores en el caso del complejo 3.
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Figura 4.2.2.2. Ensayo de invasion sobre una matriz de coldgeno | de esferoides de lalinea MCF7. Los resultados se expresan como
el promedio +SEM (n=3). *Diferencia significativa con el control (p<0.05). #Diferencia significativa entre complejo 3y 4

(p<0.05).Fotografia de los esferoides luego del tratamiento. Fueron tomadas con un microscopio invertido, con un objetivo 10X.

En la figura 4.2.2.2 se puede observar que el mayor efecto inhibitorio del proceso de
invasion de los esferoides de la linea tumoral MCF-7, es impartida por el complejo 3. A
0.5 uM, se observa una diferencia significativa entre la accién de los complejos (p<0.05),
el complejo 3 produce una disminucidn de la invasion del 26.66%, mientras el complejo
4 no genera modificacién alguna con respecto al basal, a dicha concentracion (p<0.05).
Tal como puede apreciarse en las fotografias, bajo la accién del complejo 3, a dicha

concentracion, se observa una disminucion de la distancia entre el centro del esferoide
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y el limite de invasién, mientras que con complejo 4 las prolongaciones se mantienen
invariables. Cuando los esferoides son tratados con la mdxima concentracién del
complejo 3y 4, 1 uM, se produce una inhibicién de la invasion del 36.5 y 28.8%
respectivamente con respecto al basal (p<0.05). Un complejo de cobre, Cu(trp)2, reportd
una actividad similar. Inhibe la habilidad, de las células de los esferoides de MCF-7, de

invadir la matriz de coladgeno |, a una concentracién de 10 uM (Balsa etal., 2020).

Los efectos de los complejos sobre la invasiéon de la linea A549 (figura 4.2.2.3), es
evidente a partir de 0.5 uM con el complejo 3, donde se produce una disminucién del
30%, sin embargo, no presenta diferencias estadisticas con respecto al basal. Al
aumentar la concentracion al doble, se inhibe el 100% del proceso, no se observa la
presencia de prolongaciones celulares desde el esferoide. Bajo el tratamiento con el
complejo 4 no se observéd inhibicion del proceso de invasiéon. No se consiguid
disminucién de la invasion con las concentraciones empleadas. Los efectos de los

complejos se pueden advertir en las fotografias de los esferoides.

En particular, los cultivos de esferoides embebidos en una matriz adecuada, como el
colageno, permite las interacciones célula-matriz, por lo tanto, se utilizan cada vez mas
para estudiar las interacciones célula-MEC, invasion local, migracion y resistencia a
farmacos (Hwang et al., 2019). Por esta razdn, se estudid, con este modelo, la capacidad
de los complejos de cobre de inhibir el proceso de invasién. Los esferoides de todas las
lineas celulares presentadas, en el estado invasivo, presentaron células moviéndose
fuera de los mismos e invadiendo la matriz que los rodea. Grupos de células migraron
fuera del esferoide, y eventualmente, la estructura de los esferoides fue alterada. En

todos los casos el complejo de cobre 3, tiene una actividad anti-invasiva superior.
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Figura 4.2.2.3. Ensayo de invasion sobre una matriz de coldgeno | de esferoides de la linea A549. Los resultados se expresan como

el promedio +SEM (n=3). *Diferencia significativa con el control (p<0.05). #Diferencia significativa entre complejo 3y 4 (p<0.05).
Fotografiade los esferoides de lalinea A549 tomadas con un microscopio invertido con un o bjetivo 10X.
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4.3 Inhibicion de la via NFk[3 en monocapay esferoides de lalinea
celular HT-29

La via NFk[3 como ya se menciond anteriormente en la introduccidn, participa en varios
mecanismos que facilitanel desarrollo tumoral, como inhibicién de apoptosis, induccion
de la proliferacién celular, regulacién la angiogénesis, promocién de la metdstasis y

remodela el metabolismo tumoral.

Muchas de las investigaciones iniciales que relacionaron NFkf y el cdncer colorrectal
(CCR), se realizaron en modelos de colitis en ratones, y lo que es mas importante,
demostraron que las funciones NFik[3 son especificos del tipo celulary del tipo de tumor.
Si bien no se reportaron mutaciones activas de NFk[3 en cancer de colon, la activacion
constitutiva de esta via ha sido observada y asociada con estadios tumorales avanzados,
resistencia al tratamiento y baja supervivencia. Muchas investigaciones han asociado el
rol de NFkf con el cancer de colon. Una de las investigaciones fue la relacién entre los
polipos, los cuales son precursores del CCR. Los mismos se han estudiado en ratones, en
la que sugiere que NFk[} estd implicada en los estadios tempranos de la formacién de
adenomas. Tambiénse ha estudiado su rol en laformacion de adenomas precancerosos,
ya que su inhibicion en ratones producia disminucién en el tamafo de los mismos, en la
expresion de genes que codifican proteinas pro-inflamatorias y de proteinas
antiapoptéticas como Bcl-2. Lascélulas madres de cancer de colon han sido identificadas
como promotoras de la formacién de tumores y metastasis in vivo, muchas vias estan
implicadas en este proceso, incluyendo NFk[B. Su actividad elevada, aumenta la
activacion de la via Wnt e induce la desdiferenciacién de células no stem, las cuales

adquieren capacidad para iniciar el tumor (Patel et al., 2018).

Cabe mencionar ademas su relacion con las MMPs. En cancer de colon hay una sobre
expresion de lasMMP 1, 2, 3, 7, 9y 13 y fue asociado con mal prondstico y metastasis.
La expresion de MMP9 es regulado por varios factores de transcripcién incluyendo NF-
kB, el cual es necesario para que TNF-a provoque la expresion del gen de MMP9. (Patel
et al.,, 2018). La inhibicion de esta via, esta relacionada con la disminucién de la

expresion de MMP2 y MMP9, asi como también la inhibicidn de la invasién y migracion
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de célulastumorales (X. Wang et al., 2018).Por las razones debidamente expresadas esta

via podria ser un blanco potencial para tratamientos.

Ciertas drogas se probaron como inhibidores de la via, actuando en diferentes puntos
de lamisma. Por ejemplo, drogas, como el triéxido de arsénico y el compuesto auranofin
altera el IKKb Cys-179 (proteinas inhibitorias) y también inhiben el IKK dependiente de
la activacion de NFkP. As2Oszha sido usado en ensayos clinicos en leucemia
promielocitica y tumores sdlidos (Hassanzadeh, 2011). Curcumina es un derivado
polifendlico, y es activo frente a varias vias de sefializacién, incluyendo NFx[3. En las
células estimuladas con TNF, que fueron tratadas con curcumina, un estudio reportd
ausencia de actividad de NFkf} por inhibicion de la fosforilacién de IkBa en células de

cancer de colon (Patel etal., 2018).

Con el objetivo de evaluar silos complejos eran capacesde inhibir la via NFk[3, las células
HT-29 NFkB-hrGFP, fueron estimuladas con TNF-a y luego sometidas al tratamiento con
los complejos de cobre 3 y 4. Para llevar a cabo este ensayo se usaron dos modelos
celulares, en monocapa y esferoides multicelulares. El tratamiento fue por 24 h, a
concentraciones sub-citotdxicas, 0.5 y 1 uM en el caso de monocapa y desde 5 a 15 uM

para esferoides. Luego el efecto fue evaluado mediante citometria de flujo.

Los resultados de estos experimentos estan representados en la figura 4.3.1 mediante
grafico de barras (en la figura 15 del anexo se pueden observar los dot-plot obtenidos
del analisis por citometria de flujo). En el control puede observarse que mientras la
fluorescencia de la proteina verde fluorescente (GFP) no se detecté en ausencia de TNF-
o, esta senal aumenta considerablemente cuando se afiade el estimulo (se considera
100%), confirmando la activacién de la via NFkf3 en este sistema experimental. Cuando
se afnaden los complejos se observa la disminucidon de la sefial emitida por GFP

sugiriendo que la via estudiada fue inhibida por accidn de estos.
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Figura 4.3.1. Efecto de los complejos de cobre 3 y 4 sobre lavia NFEIB en monocapa (A) y esferoide (B). Se usé la linea HT-29-NFkB-
hrGFP. Los resultados se expresan como el promedio +SEM (n=3). * Diferencia significativa con el control (p<0.05). #Diferencia

significativa entre complejo 3 y 4 (p<0.05).

En el sistema de monocapa se observa una gran inhibicion de la via. Todas las
concentraciones usadas muestran una diferencia significativa con respecto al control
(p<0.05). Sin embargo, entre los complejos no se observan diferencias significativas.
Bajo la accion del complejo 3, a 0.5 uM, se produce una disminucion de la activacion de
la via del 80%, y con el complejo 4 este porcentaje es del 71% aproximadamente. Al
aumentar la concentracién en ambos casos, se observa un 61% de inhibicién para el

complejo 3 y del 47% para el complejo 4 aproximadamente.

En el modelo 3D, luego del tratamiento con el complejo 3, se obtuvo una significativa
disminucién en la activacion de la via con respecto al control, a partir de 7.5 uM. El
porcentaje de inhibicion, a esta concentracion, fue de aproximadamente el 53.77%, a
medida que aumentd la concentracidn, este porcentaje se incrementd, a 77% y 98.7% a
10 uM y 15 uM respectivamente (p<0.05). El complejo 4, de la misma manera fue capaz
de inhibir esta via, pero se obtuvo porcentajes de inhibicion menores, a 7.5 uM fue del
26.3%, a 10 uM aumentd a 66.8% y a la concentracién mas elevada el porcentaje de

inhibicion que se logro fue del 71.7% con respecto al control (p<0.05).

A partir de los resultados obtenidos se puede decir que, en el modelo 3D, el complejo 3

actla como un inhibidor mas potente de esta via, en comparacion con el complejo 4.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos anteriormente, el complejo 3 mostré
mavyor actividad citotoxica, ademds de provocar una muerte celular programada
mediada por la generacidn de especies reactivas y provocando ademas, oxidacion y
dano del material genético, ademas de la inhibicién de la migracion. Estos procesos
mencionados podrian estan relacionados con la inactivacion de la via NFk[3 debido a

todos los procesos, relacionados a la tumorogénesis, que regula.

El estado redox de la célula es critico para la actividad de factores nucleares de
transcripcion, donde por ejemplo, los efectos pro-apoptéticos de JNK (c-jun N-quinasa
terminal) resulta de la inhibicion de la via NFk[3 (Nicco et al., 2005). Es decir, existe una
relacién entre NFkf3 y JNK. NFkf3, previene la activacién de JNK, y por ende previene la
muerte celular a través de apoptosis o necrosis (Morgan & Liu, 2011). En este caso al
estar inhibida la via del factor nuclear kf3, se activa JNK, activando la expresion de

proteinas pro-apoptoticas, promoviendo la muerte celular.

Las especies reactivas del oxigeno a su vez tienen implicancias en esta via de
sefializacion. Por un lado, ERO modula la respuesta de NFi[3 y los genes target de NFk[3
atendan la producciéon de ERO promoviendo la supervivencia celular. Una de las
maneras en las cuales la actividad de NFk[3 tiene influencias sobre los niveles de ERO,
es aumentando la expresidn de proteinas antioxidantes, como por ejemplo: manganeso
superoxido dismutasa, tiorredoxina 1y 2, glutation peroxidasa-1, entre otras, (Morgan
& Liu, 2011). Por ende, los complejos al inhibir la via NFi[3, no protegen a las células del
exceso de ERO, si no por el contrario, se genera mayor produccidn de especies reactivas

del oxigeno.

Por otro lado, la oxidacién directa de NFk[3 por las especies reactivas del oxigeno, inhibe
la habilidad del primero de unirse al ADN, y por lo tanto de activar la transcripcion de
genes targets. Ejemplo de ellos es una cisteina especifica, p50 (miembro de la familia de
NFxkf3), es sensible ala oxidacion, lo que hace que disminuya su actividad transcripcional.
También las especies reactivas del oxigeno, producen modificacién en IkBa (inhibidor
de NFk[} ), evitando su degradaciony en conclusién laactivacionde NFkf. IKK (quinasas)

son otros target de EROs, que tienen influencia en la sefalizacién de NFk[3. Ensayos con
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H202, han demostrado, en algunas lineas celulares, que inactiva las enzimas IKK, por la
oxidacion de una cisteina, inactivando su actividad de quinasa, llevando a una reduccion

en la sefalizacion de NFk3 (Morgan & Liu, 2011).

4.4 Determinaciondel cobre intracelular mediante ICP-MS

Un aspecto importante, el cual puede relacionarse con los resultados diferenciales
observados en cuanto a la citotoxicidad y los mecanismos de accion entre los complejos
de cobre, es el nivel de cobre intracelular, estrechamente relacionado con las
diferencias en la captacion celular. Por esta razoén, se cuantificd la acumulacion de cobre
intracelular en las células de la linea tumoral HT-29. Las mismas fueron tratadas por 24
hrs con los valores de ICso de los metalofarmacos de cobre, 1.5 uM para el complejo 3y
2.5 uM para el complejo 4. Subsecuentemente las células fueron lisadasy se determind

la acumulacién de cobre por absorcion atdémica inducida acoplada a plasma (ICP-MS).

(Control | 0.088mgr/L 0.13%
[Complejo3 (L5 M) 0.683 megr/L 63.24%
[Complejod (2.5uM) " 0.745 mgr/L 48.06%

Tabla 4.4.1. Resultados del ICP. Determinacion de la acumulacion de cobre en la linea celular HT-29.

Los resultados de ICP-MS estan resumidos en la tabla 4.4.1. Los resultados representan
la acumulacién intracelular de cobre normalizado por la cantidad de cobre de los
complejos agregada. Lascélulasen estado basal tienen un 0.13% de cobre, mientras que
las células tratadas con los complejos de cobre 3y 4 presentan un 63.24% y un 48.06%
de cobre intracelular respectivamente. Es decir, la incubacion con 1.5 uM del complejo
3 aumenta los niveles intracelulares basales de cobre alrededor de 486 veces, al
comparar el porcentaje de Cu intracelular respecto al basal. En el caso del tratamiento
con 2.5 uM del complejo 4, se alcanzan valores de 369 veces mds con respecto al basal.
Estos resultados podrian explicar en parte la mayor actividad observada para el

complejo 3 por sobre el complejo 4.

El efecto potencial del cobre parece ser que se produce en determinadas circunstancias,

como por ejemplo el uso de quelantes del cobre pueden cruzarla membrana plasmatica
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e ingresar a la célula, o cuando el cobre se acumula en las células. Estudios previos
reportaron que el tratamiento de las células con CuSO4 incrementaba el cobre
ligeramente (Cai et al., 2007). En este trabajo se midié el contenido de cobre intracelular
a las 24 hrs del tratamientoy se reporté su aumento con respecto al control, en especial
del complejo con el ligando dmp. Cu?* no puede cruzar facilmente la membrana celular
por su carga positiva y su hidrofilicidad. En este caso la lipofilicidad de la fenantrolina
ayuda al transporte del cobre a través de las membranas bioldgicas, lo que causa la

acumulacion excesiva del cobre en las células.
4.5 Estudios de los efectos de los complejos en modelos in vivo

4.5.1 Estudiode lavia Wnt/B-Catenina en Xenopus laevis

En 1990, muchos genes claves que participan en la embriogénesis del Xenopus fueron
descubiertos, y estudios moleculares se desarrollaron para describir su actividad en las
vias de seializacidon. Muchos de los conocimientos sobre las vias de sefalizacion son
importantes porque la transformacion morfolégica del embridon proviene de la
modulacion genética de los componentes claves del desarrollo y también de su
modulacion quimica. Este segundo enfoque usa pequefias moléculas orgdnicas que
potencialmente alteran la funcidon de 1 o mas genes. Por lo que el uso de quimicos que

alteran la embriogénesis, pueden ser usados entre otras cosas, para el screening de

drogas.

Cabe explicar que durante el desarrollo embrionario temprano, cualquier
transformaciéon morfolégica depende de un complejo arreglo molecular. La mayor
transformacién pasa por lagastrulaciony laformacion del sistema nervioso, y asumir un
cuerpo bilateral. La gastrulacidn se trata de un comportamiento migratorio asimétrico,
ya que especifica ejes primarios: la zona marginal dorsal, la cual activa la formacién de
la cabeza y estructuras dorsales, como el sistema nervioso, mientras la zona lateral y
ventral que involucra el desarrollo de las estructuras posteriores como la cola y tejidos
como la sangre, en patrones migratorios coordinados. La activacion de la via Wnt/3-
Catenina es necesaria para la formacion de estructuras posteriores, mientras que su

inhibicién permite la formacion de cabezas de embriones. Algunas rutas de sefalizacion
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afectan el equilibrio molecular durante la embriogénesis temprana de Xenopus, la via
Wnt/pB-Catenina cuando se altera produce fenotipos mas sencillos y reproducibles.
Aumentar o reducir la expresién de la via, resulta en una distribucion espacial alterada,
y la consecuente formacién de un embridn ventralizado o dorsalizado respectivamente
(Maia et al., 2017). Adema3s, la sefalizacion constitutiva de esta via es esencial para la
proliferacionde lascélulas, y su supresion puede resultar en la inhibicién del crecimiento

celular (Li etal., 2015).

Por estas razones, se decidid usar este modelo para ensayar los efectos de los complejos
de cobre sobre la via Wnt/B-Catenina. Ambos complejos de cobre se ensayaron en un
amplio rango de concentraciones. Para ello, se hicieron varias pruebas con la finalidad

de elegir las concentraciones apropiadas.

Primero se probaron 4 concentraciones, 50, 100, 200 y 500 uM, de ambos complejos.
Sin embargo, los embriones al ser tratados resultaron ser no viables debido a la
citotoxicidad de los complejos, sélo los embriones del control permanecieron viables.
En las fotografias (figura 4.5.1.1) se observd pérdida de la viabilidad de los embriones
evidenciada por el color blanco de los mismos, luego comienzan a degradarse,
eliminando el vitelo. En este ensayo el complejo 3 sigue siendo el compuesto mas
citotéxico, ya que a partir de 100 uM, ningln embridn sobrevivid, mientras que con el

complejo 4, los embriones murieron a partir de 200 uM.
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COMPLEJOS DE COBRE

Control Complejo 3 100 uM Complejo 3 200 puM

Complejo 3 500 uM Complejo 4 500 uM

Figura 4.5.1.1. Fotografias de los embriones control y tratados por ambos complejos. Las flechas indican restos de vitelo. Las

mismas fueron tomadas conlupa.

Con estos resultados se eligio y acotd el rango de concentraciones para el tratamiento,
para el complejo 3 fueron: 5, 10, 20 y 50 uM (esta ultima resultd todxica), y para el
complejo 4 las concentraciones usadas fueron, 50, 75, 100 y 150 uM. Luego de analizar
los embriones mediante lupa, y agruparlos segun sus caracteristicas morfolégicas se

obtuvieron los resultados expresados en la tabla 4.5.1.2.

5 uM 4.15
10 pM 4.07
20 uM 3.52

50 uM 4.25
75 uM 3.7
100 pM 3.9
150 pM 2.7

Tabla 4.5.1.2. Resultados de los DAI, segtin los cambios morfoldgicos de Xenopus obtenidos luego del tratamiento.
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DAI N25 DAIN24

DAIN23 DAIN2 2

DAIN21

Figura 4.5.1.3. Alteraciones morfoldgicas obtenidas de los embriones luego del tratamiento con los complejos de cobre.

Los analisis morfolégicos mostraron que el tratamiento con los complejos de cobre
induce un fenotipo anormal en los cuales los embriones pierden las estructuras dorso-
anteriores (representados en la figura 4.5.1.3). La alteracién del patron axial de los

embriones de Xenopus, sugiere una modulacién inhibitoria de la via Wnt/p-Catenina.
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A partir de los resultados obtenidos podemos decir que el complejo 4 parece tener
mejor efecto en cuanto a la inhibicién de la via, ya que a la concentracion de 150 uM, se
obtiene un indice dorso-anterior (DAI) de 2.7. Sin embargo, la concentracién es mds alta
gue para el complejo 3, ademds es una concentracion limite con respecto a la

citotoxicidad impartida por el complejo 4.

A la concentracion de 20 uM del complejo 3 se obtiene un DAI de 3.5, donde el 31% de
los embriones tienen morfologia normal, mientras un 69% presenta alguna alteracion
morfolégica. Un valor similar se obtiene cuando los embriones son tratados con 100 uM
del complejo 4, el DAI de 3.9, donde un 34% son embriones normales y 66% tienen
morfologia alterada. No obstante, cabe destacar que para lograr un efecto similar se

utilizd una concentracion 5 veces mayor.

Los compuestos como los flavonoides han demostrado tener efectos sobre esta via.
Isoquercetin, por ejemplo, interfiere con el desarrollo del Xenopus, mediante su
capacidad de causar microcefalia o embriones sin cabeza, ya que puede inhibir la accién
de la via Wnt/B-Catenina, lo cual fue demostrado ademds en ensayos in vitro con células
derivadas de cancer de colon. Ensayos recientes, descubrieron que derriciny derricidin
(subclase de chalcone, un flavonoide), fueron capaces de inhibir la via Wnt/p-Catenina
en Xenopus. Estos resultados estan relacionados con los experimentos realizados en
células de cancer de colon, que identificaron a estos quimicos como moduladores

negativos de la via (Amado et al., 2014) (Maia etal., 2017).

4.5.2 Estudiode los efectos de los complejos sobre un tumor colorrectal
subcutaneo en raton N:NIH (S) Fox1™.

Con el fin de evaluar la actividad antitumoral de los complejos 3 y 4 en un sistema in vivo
se estudiaron los efectos del tratamiento sobre el peso del ratén y el crecimiento
tumoral los que fueron monitoreados desde el momento en que el tumor alcanzo un
tamano de 0.4 x 0.3 mm. Estas mediciones se realizaron 3 veces por semana. El peso de
los ratones control, aumento aproximadamente un 16% desde el inicio del tratamiento,
mientras que los ratones tratados con el complejo 3 y 4, este pardmetro se mantuvo

casi invariable. Estadisticamente, entre los promedios de los pesos, se observan
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diferencias significativas entre las 3 condiciones, en la tercera semana de inoculacién
(p<0.05). En cuanto al volumen tumoral, se observa un aumento significativo luego de
la tercera semana de tratamiento con el complejo 4, el tratamiento con el complejo 3
resulto en un mantenimiento de este parametro, con diferencias significativas con

respecto al control (p<0.05) (figura 4.5.2.2).
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Figura 4.5.2.1. Variaciones del peso total de los ratones durante las 4 semanas de tratamiento con los complejos 3y 4 de cobre. Linea
negra corresponde alos ratones control, linea celeste corresponde a los ratones de la caja 2 tratados con el complejo 3y linea celeste,

ratones de la caja 3, tratados con el complejo de cobre 4. Los valores estdn representados como promedio+SEM.
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Figura 4.5.2.2. Variaciones del volumen tumoral durante las semanas de tratamiento. Linea negra corresponde a los ratones control,
Iinea celeste corresponde a los ratones de la caja 2 tratados con el complejo 3 y linea celeste, ratones de la caja 3, tratados con el

complejode cobre 4. Los valores estdn representados como promedio+SEM.
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Con respecto a la histopatologia, los érganos, rindn e higado, sufrieron cambios
minimos. El higado de los ratones control (ratones con tumor implantado), evidencié
estructura de los hepatocitos conservadas. Se observd, ademds un moderado infiltrado
periductal de leucocitos, a predominio mononuclear. En |la fotografia de la figura 4.5.2.3
se observa el espacio porta tapizado por células epiteliales tipicas, ademas de los
sinusoides y las células de Kupffer, todos en estado normal. Bajo el tratamiento con el
complejo de cobre 3, el higado sufrié cambios minimos que pueden observarse en la
figura 4.5.2.4. La vena centrolobulillar, se encuentra levemente dilatada, al igual que los
espacios sinusoidales, y un leve aumento de las células de Kuppfer. Sin embargo, la
arquitectura de los hepatocitos mantiene su estructura normal. Los ratones tratados con
el complejo 4, sufrieron importantes alteraciones hepaticas, entre ella se puede
mencionar, parénquima hepatico con cambios reactivos, en el que hay un mayor
aumento de células de Kupffer y mayor acimulo de células inflamatorias. Ademas, se
observa inflamacién del lobulillo, y una zona de necrosis focal. Esta ultima produce una
respuesta inflamatoria con acimulos de linfocitos y de células de Kupffer. En estos sitios
hay colapso y ruptura de la trama reticular, que se producen por la exposicidon a drogas
o téxicos (Hepatopathology for gastroenterologists and hepatologists. Part Two: Useful
terminology in the interpretation of the histopathological findings, n.d.). En algunas
células se observan vacuolas citoplasmaticas, indicando una posible edematizacion
(figura 4.5.2.5). El edema celular es el aumento del volumen celular, y puede ser un
evento fisiolégico como respuesta al estrés oxidativo, asi como respuesta a la injuria
celular por deplecion del ATP. Morfolégicamente se observan células mas grandes, con
citoplasma claro, vacuolado (Hepatopathology for gastroenterologists and
hepatologists. Part Two: Useful terminology in the interpretation of the

histopathological findings, n.d.).

Estas observaciones fueron reforzadas por los resultados de los andlisis de sangre,
donde el control y los ratones tratados con el complejo 4 mostraron valores de AST
(aspartato aminotransferasa) y ALT (alanina aminotrasferasa) elevadas comparadas con
los ratones tratados con el complejo de cobre 3. Sin embargo, la enzima yGT mantuvo
sus valores constantes en las 3 situaciones (tabla 4.5.2.1). En la lesidon e inflamacion

hepatocelular, predominan los aumentos de las transaminasas (AST y ALT), entre otras
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causas, es generada por efectos téxicos de medicamentos. Estas son liberadas al suero
luego de una lesién extensa en el tejido (Tien et al., 2016). Numerosos estudios han
notado elevaciones en los niveles de AST y ALT atribuidos a una hepatotoxicidad
estimulados por diversos téxicos en varios modelos animales(Aldubayan et al., 2019),
tal como ocurre con el complejo de cobre 4. Los aumentos en estas enzimas pueden ser
interpretadas como dafo o como cambios en la permeabilidad de la membrana
(Aldubayan et al., 2019), sugiriendo que este uUltimo complejo puede causar dafios

hepatocelulares.

Figura 4.5.2.3. Higado de ratones control. Hematoxilina-eosina 40x.Tefiidos con H&E. La infiltracion estd indicada con un circulo rojo,

flecha negra, indica los sinusoides hepdticos, y las rojas indican las células de Kuppfer. Espacio porta (EP). Hepatocitos (H).
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Figura 4.5.2.4. Higado de ratones tratados con el complejo 3 de cobre. Hematoxilina-eosina 40x.Tefiidos con H&E. Flecha negra,

indica los sinusoides hepdticos, y las rojas indica las células de Kuppfer. Vena centrolobulillar (VC). Hepatocitos (H).
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Figura 4.5.2.5. Higado de ratones tratados con el complejo 4 de cobre. Hematoxilina-eosina 40x.Tefiidos con H&E. Circulo rojo, indica

los infiltrados por células inflamatorias, circulo negro indicala zona de necrosis focal. Flecha negra, indica los sinusoides hepadticos,

ylasrojasindicalas células de Kuppfer. Hepatocitos (H).

99.619.6 149.3+£17.7 3.3%1.2
54.6+2.3 108+11.5 3.311.2
122+36.5 126+1.7 3.6+0.88

Tabla 4.5.2.1. Valores de las enzimas hepdticas de los ratones en las 3 condiciones estudiadas. Valores promedios + SEM.

Por otro lado, se analiz6 mediante técnicas histoldgicas el rifidn. La figura 4.6.2.6,
pertenece al rifién del grupo control, en la misma se pueden observar 2 glomérulos
renales congestivos, con eritrocitos en su interior. Si bien se observa celularidad
glomerular normal sin aumento de mesangio u otro depdsito, hay una leve expansién
del espacio de Bowman. Las células de los tubulos, presentan cambios citoplasmaticos
tipo edema. En cuanto al rifidn del grupo tratado con el complejo 3 de cobre (figura
4.5.2.7) la celularidad del glomérulo es normal, con una estructura conservada, y no se
observa expansion del espacio de Bowman, y hay menor cantidad de eritrocitos en los

capilares. La estructura de los tubulos estd conservada, sin embargo, las células
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presentan cambios citoplasmaticos que denotan la presencia de edema. No se observa
infiltrado leucocitario en el tejido, y la macula densa no presenta aumento de
celularidad. Por ultimo, el grupo de ratones tratados con el complejo 4, revela
glomérulos congestivos, con eritrocitos en los capilares. La fotografia de la imagen
4.5.2.8, revela tumefaccion y proliferacién de las células glomerulares sin aumento de
mesangio u otro depdsito. Las células de los tubulos presentan los mismos cambios
citoplasmaticos que las dos situaciones anteriores, y ademads presentan un minimo
aumento de células intertubulares (células alargadas, en forma de huso), que podria

también tratarse de linfocitos.

Los resultados de los analisis de sangrerevelaron que en los ratones tratados, los valores
de creatinina disminuyen, con respecto al control, siendo mas pronunciada en los

ratones tratadas con el complejo 3.

En cuanto a los valores de urea de los ratones controles son elevados en comparacion a
los ratones tratados con ambos complejos, entre los cuales no hay diferencia estadistica
(p<0.05). Estos datos pueden observarse en la tabla 4.5.2.2. Estos datos sumados a la
evaluacion histopatolégica, podrian revelar una nefritis intersticial aguda en el caso de
ratones tratados con el complejo 4. Esta patologia puede ser categorizada en 3 grupos,
uno de los cuales es elinducidos por drogas, y es definida por caracteristicas histolégicas
distintivas, como infiltrado mononuclear con edema en el intersticio renal, y
caracteristicas funcionales, como aumento en los valores de urea y creatinina (Li Cavoli

et al., 2015).

Situaciones similares, en cuanto a la disminucién de trasaminasas y valores de urea y
creatinina, fueron encontrados por otros investigadores en experimentos analogos,
indicando que los quimioterapicos no tenian efectos téxicos (Aldubayan et al., 2019).
Estos investigadores reportaron datos de AST Y ALT, en ratones control de 29.6 y 59.8
U/, y de ureay creatinina de 26.53 y 0.41 mg/dl. Estos valores aumentan en ratones con
tumor. Las enzimas hepaticas tienen un valor de 74.6 y 112.8 U/I, y los marcadores de

funcionalidad renal aumentan a 1.16 mg/dl la creatinina y de 40.01 mg/dl, la urea. Al ser
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tratados estos valores disminuyen a valores similares al control sin tumor (Aldubayan

etal., 2019)

55%4.6 0.43+0.01

39.3+8.9 0.25+0.06
33.6+11.6 0.34+0.05

Tabla 4.5.2.2. Valores de creatinina y urea, en las 3 condiciones estudiadas. Valores promedios+SEM.

Figura 4.5.2.6. Rifion control. Hematoxilina-eosina 40X. Las flechas negras, indican eritrocitos. La estrella indica el espacio de

Bowman. Tubulo proximal (P). Tubulo distal (D). MD (macula densa). AA (arteriola aferente).
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Figura 4.5.2.7. Rifion de ratones tratados con el complejo 3. Hematoxilina-eosina 40X. La estrella indica el espacio de Bowman.

Tubulo proximal (P). Tubulo distal (D). MD (macula densa). AA (arteriola aferente).

Figura 4.5.2.8. Rifion de ratones tratados con el complejo 4. Hematoxilina-eosina 40X. Las flechas negras, indican eritrocitos. Las
flechas rojas indican células alargadas, podria tratarse de leucocitos. Tubulo proximal (P). Tubulo distal (D). MD (macula densa). AA

(arteriola aferente).
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El analisis histolégico del tejido tumoral, de los ratones control revela, la presencia de
células neopldsicas de aspecto epitelial, con pleomorfismo nuclear moderado e
hipercromasia, citoplasma anféfilos variables, que infiltran el musculo esquelético. A su
vez, se detecta células en division mitdtica. No se detectan zonas de necrosis (figura
4.5.2.9). Estos rasgos histopatoldgicos, entre otros, definen un proceso tumoral. En el
tumor de los ratones tratados con el complejo 3, a poco aumento, 10X, se evidencia la
presencia de una zona de necrosis regional, con sombras celulares rosadas centrales y
picnosis nuclear periférica (figura 4.5.2.10). A mayor aumento, 40X, se observan
cambios degenerativos/regresivos, yendo a necrosis celular. No se observan células en
anillo de sello (figura 4.5.2.11). En las imdagenes (figura 4.5.2.12) de los tumores
pertenecientes al tratamiento con complejo 4, se observa células en necrobiosis con
picnosis y caridlisis. Se puede evidenciar la presencia de gran niumero de células
neoplasicas, algunasde ellas presentan vacuolas de moco, caracteristicas de los tumores
secretores. Se observan células en anillo de sello, marcado pleomorfismo nuclear e
hipercromasia. Este carcinoma, de células en anillo, tiene como caracteristica
morfolégica un nucleo periférico con cierto relieve en la membrana celular y gran
cantidad de mucina intracitoplasmatica, adoptando la forma de una vacuola que le

confiere en su totalidad el aspecto de “anillo de sello” (Diaz-Sanchez etal., 2015).

La necrosis tumoral se define como la presencia de cimulos homogéneos de células
tumorales muertas o degeneradas que forman un coagulo amorfo eosinofilico con
tinciéon de hematoxilina-eosina. En ocasiones se pueden detectar las sombras de las que
fueron las célulastumorales (Richards et al.,2012). La patogénesis de la necrosis tumoral
no estd del todo clara. Algunos investigadores sostienen que podria ser consecuencia de
un crecimiento tumoral excesivo, que sobrepasa la capacidad del aporte vascular del
tumor. Segun la hipdtesis planteada por Hemmerlein, la hipoxia crénica facilitaria la
seleccién de clones tumorales mas resistentes, con la consecuente degeneracién de los
restantes que acabarian sufriendo necrosis tumoral. Por otro lado, investigadores
sugirieron que la presencia de necrosis coagulativa tumoral extensa, podria ser el
resultado de larespuesta inmune antitumoral y podria representar un grupo de tumores
en regresién, como resultado de un mecanismo inmune. Los mecanismos que apoyan la

relacidn entre necrosis y supervivencia, no estdn claras todavia. Una de las hipdtesis es
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que la necrosis tumoral puede impactar en la supervivencia del cancer colorrectal,
mediante la influencia sobre la respuesta inmune inflamatoria del huésped. En efecto,
hay una evidencia de otros tipos de tumor en la que la necrosis estd asociado con
marcadores de inflamacidn sistémica, incluidos recuento de glébulos blancos vy
velocidad de sedimentacion globular. Muchos estudios, indican que el impacto de la
necrosis tumoral en la supervivencia del cancer colorrectal debe ser explicada con
relacién a la respuesta inflamatoria del huésped (Richards etal., 2012). Por otro lado, la
toxicidad hepatica y renal asociada a la tumorogénesis puede ser consecuencia de un
dafio causado por la producciéon excesiva de citoquinas como TNF-a (Aldubayan et al.,

2019).

Figura 4.5.2.9. Tumor control. Hematoxilina-eosina 40x. Las flechas negras indican las mitosis. En el dngulo superior se observa un

estroma mixoide.
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Figura 4.5.2.10. Tumor ratones grupo 2. Hematoxilina-eosina 10x. La zona delimitada con la curva roja indica zona de necrosis

tumoral regional. La flechanegra indica zona de formacion tubular.

Figura 4.5.2.11. Tumor grupo 2. Hematoxilina-eosina 40x. Las flechas negras indican sombras celulares, producto de los cambios

degenerativos/regresivos.
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Figura 4.5.2.11. Tumor grupo 3. Hematoxilina-eosina 40x. Flechas rojas indican células con caridlisis y picnosis. El recuadro negro

indica células neopldsicas viables. Las flechas negras indican las células en anillo de sello.

4.6 Conclusiones

En este estudio, los complejos de cobre 3 y 4, fueron evaluados por su capacidad de
inhibir la proliferacion de un panel de células tumorales, derivadas de osteosarcoma, de
cancer de pulmédn, de mama y de céncer colorrectal. Los complejos exhiben una
significativa capacidad de reducir la viabilidad de estas células tanto en modelos en
monocapa como en modelos de esferoides multicelulares, con valores de ICso entre 1.44
y 6.48 uM,y 6.05y 31.88 uM respectivamente. Los resultados indican que los complejos
de cobre conteniendo ligandos heterociclicos inducen un efecto anti proliferativo en las
células dependientes de la concentracidn. La observacién de apoptosis temprana y
tardia mediante ensayos como doble tincidn con anexina e IP mediante citometria de
flujo, y tincién con NA/IP mediante microscopia de fluorescencia, luego del tratamiento
con los complejos, incluyen algunos signos de apoptosis como alteracion de la
membrana citoplasmatica, externalizacion de la fosfatidilserina, blebbing de la
membrana y fragmentacion del ADN. El nimero de células con caracteristicas de

apoptosis temprana, fue elevado con concentraciones bajas de los complejos y a bajos
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tiempos. Sin embargo, cuando aumenta la concentracién asi como el tiempo de

tratamiento, las caracteristicas de apoptosis tardia y necrosis fueron dominantes.

Para elucidar los mecanismos subyacentes a los efectos antiproliferativos de los
complejos de cobre, se estudiaron varios mecanismos de acciéon como la capacidad de
producir EROs y alterar el PMM. La perturbacion del potencial de membrana
mitocondrial es uno de los eventos intracelulares tempranos que ocurren luego de la
induccién de apoptosis. Las mitocondrias son los principales reguladores de mecanismos
gue controlan la supervivencia o muerte celular. Debido a ello se analizé la produccion
de EROs en las células tratadas, estos fueron significativamente elevados a bajas
concentraciones de los complejos, en especial en la linea de mama MDA-MB-231yenla
linea tumoral de colon CACO-2. En apoptosis mediada por metales, las mitocondrias
tienen un rol clave en mediar este proceso a través de los ERO inducidos por los
complejos metdlicos. La capacidad de los compuestos, en especial del complejo de cobre
3, de producir especies reactivas del oxigeno, quedo también demostrado en un ensayo
in-silico, por la oxidacion del reactivo ABTS y EPR. La produccién excesiva de EROses una
sefial que puede provocar el fracaso de la supresidn de los factores anti-apoptadticos, lo
que desencadena, en conclusién, apoptosis. Ademads, se utilizaron sondas fluorescentes
para evaluar el potencial de la membrana mitocondrial, como efecto de la produccién
elevada de EROs. Se demostré la despolarizaciéon de la membrana mitocondrial, luego
del tratamiento con los complejos de cobre, por liberacionde DIOC6 al citoplasma desde
la matriz mitocondrial. La produccién excesiva de EROs desde la mitocondria y el colapso
del PMM pueden activar las caspasas y consecuentemente provocar apoptosis. En este
estudio los complejos 3 y 4, inducen una elevacién significativa en la actividad de las
caspasas 3/7 comparada con el control. Conjuntamente, la elevada produccién de EROs,
tiene implicancia directa sobre las macromoléculas, como proteinas, lipidos y ADN. LA
alteracidon de esta Ultima, fue evidenciada mediante el aumento en el tail moment
estudiado por el ensayo cometa, lo cual sugiere roturas de simple y doble hebra de ADN.
Este pardmetro fue en aumento al ser tratados con la enzima ENDO lll, lo cual reflejé el
efecto de las especies reactivas del oxigeno sobre las bases purinicas. A partir de estos
ensayos podemos concluir que el aumento de la produccién de EROs, la alteracién del

PMM vy la disminucion del radio GSH/GSSG representan el cambio redox del medio
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ambiente celular, lo cual induce apoptosis por dafio directo de las macromoléculas

intracelulares y modificaciones en las moléculas sensibles a los cambios redox.

Aunque estos ligandos pertenezcan a la misma familia de compuestos, las diferencias
estructurales entre ellos afectan con diferente grado de intensidad cuando son
comparados en el mismo ensayo. Mediante el ensayo de espectroscopia de masa
acoplada a plasma inducido (ICP-MS), se confirmd el ingreso de los complejos a las
células, y ademas, reveld que el complejo 3 se acumula en mayor cantidad que el

complejo 4, causa de que este complejo sea mas activo como antitumoral.

Durante el proceso de carcinogénesis, dos eventos importantes son la migraciény la
invasion de las células tumorales, por lo que se estudid el efecto de los complejos sobre
ellos asi como la alteracién de las metaloproteinasas implicadas. Se observé un efecto
inhibitorio en la migracién luego del tratamiento por 24 hrs con los complejos de cobre.
El proceso de invasion, fue estudiado con esferoides, los cuales son mas resistentes al
tratamiento, debido al efecto conocido como resistencia mediada por adhesién. Estos
modelos celulares fueron sensibles al tratamiento, ya que se observd disminucion de la
invasion. La expresion de MMP2 y MMP9 estd asociada a los procesos de invasion y
metdstasis del cancer. La expresidn de estas enzimas disminuye luego del tratamiento

con los complejos de cobre.

Se estudié el efecto de los complejos sobre la via NFkf3, la cual coordina a su vez varias
vias de sefializacién importantes, y promueve la transicion epitelio-mesenquimal,
caracteristica de varios tipos de cancer. Debido a su participacion en el desarrollo del
cancer, muchas investigaciones se centran en NFk[3 como potencial target de varias
drogas antitumorales. La misma se vio inhibida luego de la estimulacién con TNF-a por
el tratamiento con los complejos de cobre, tanto en el sistema 2D asi como en el sistema

de esferoides multicelulares.

La alteracién de la via Wnt/B-Catenina se estudié por el ensayo de Xenopus. La funcion
y expresion alterada de esta via de senalizacion, como resultados de mutaciones en sus
componentes, como en APC o en B-Catenina, contribuyen al desarrollo de una gran

variedad de cdnceres, en especial al cancer colorrectal. Los datos obtenidos demuestran
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gue los complejos exhiben efecto inhibitorio sobre esta via, ya que en los Xenopus se
observd una ventralizacion de las estructuras. La inhibicidon de esta via concuerda con la

capacidad antiproliferativa de estos complejos sobre las lineas celulares testeadas.

Por otro lado, para completar la caracterizacion de la actividad de estos complejos, se
generd un modelo tumoral en ratones inmunodeficientes. Los ratones, que fueron
inoculados con un pool de células HT-29, desarrollaron un tumor solido en la zona del
craneo luego de 14 dias. Después del tratamiento durante 4 semanas con el complejo
de cobre 3, el tumor subcutdneo, mostré una clara reduccion en el tamaiio, indicando
que el compuesto ejerce un efecto inhibitorio sobre las células tumorales. Estos datos,
ademas, estan evidenciados por las caracteristicas histopatoldgicas del tejido tumoral
post-tratamiento, y por la actividad antiproliferativa, demostrada en experimentos in
vitro. En los ratones control, es decir ratones con tumor pero sin tratar, el aumento de
las transaminasas y de urea y creatinina puede indicar un dafio hepatico y renal causado
por las células cancerigenas, que provocan la liberacién de mediadores inflamatorios. El
aumento de las enzimas hepaticas, puede ser por una destruccion generalizada de los
hepatocitos y la liberacién de AST y ALT al plasma sanguineo. En este estudio, el
tratamiento con el complejo de cobre 3, causé una atenuacion de AST y ALT indicando
un efecto no toxico sobre el higado, pudiendo a su vez que disminuir los efectos de los
mediadores inflamatorios en el control. De la misma manera, niveles elevados de
creatinina y urea en el plasma son indicativos de disfuncién renal, como ocurre luego
del tratamiento con el complejo 4. En el control la concentracion elevada de urea puede
ser adjudicada al efecto catabdlico del tumor y el consecuente aumento en la
produccion de urea. Estos datos sugieren que los complejos de cobre 3 y 4, son
potenciales candidatos para futuras investigaciones para desarrollar agentes
quimioterapicos derivados de metales. Todas estas evidencias sugieren que los
complejos de cobre demuestran prometedoras actividad anticancerigena contra un

amplio panel de células.
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5 Actividad antimicrobiana de los complejos de
coordinacion de cobre

5.1 Introduccion

La era del antibidtico, ha sido marcada por la introduccién de una gran variedad de
nuevos antimicrobianos pero como consecuencia de este aumento exponencial de
antibidticos, se produjo la “era de la resistencia”. Esta Ultima, esta caracterizada por el
uso exagerado e indebido de los antibidticos, lo que ha culminado en el desarrollo de
resistencia por parte de los microorganismos, en la que los antibiéticos se volvieron

menos efectivos o completamente inefectivos (Haeili et al., 2014).

El continuo aumento de bacterias patdogenas resistentes a los medicamentos o a
multiples farmacos, se ha convertido en un desafio considerable para el sistema de
salud, poniendo en peligro el éxito de los tratamientos con bacterias resistentes, lo cual
requiere la administracién de elevadas dosis de antibidticos, resultando en mayor
toxicidad, mas tiempo de internacion y elevada mortalidad. También es mucho mas alto
el riesgo de muerte o complicaciones asociado a infecciones causados por bacterias
resistentes. Ademds de la emergencia de bacterias con resistencia, se ha sumado la
escasez de nuevos compuestos, por lo que se ha renovado el interés en el desarrollo de
nuevos antibacterianos. Un dato llamativo, es que en los ultimos 12 afios solo han sido
aprobados 5 drogas nuevas para este tipo de tratamientos (Djoko et al., 2015; Haeili et

al., 2014)..

Los microorganismos que presentan fendmenos de resistencia son llamados patégenos
ESKAPE, e incluye, Enteroccus faecium, Staplylococcus aureus, Klebsiella pnenumoniae,
Pseudomona aeruginosa, entre otros. Los mecanismos de resistencia incluyen: 1)
inactivacién o modificaciénde drogas, 2) alteracién de los sitios diana de los antibiéticos,
3) adquisicién de vias metabdlicas alternativas, 4) disminucién de la permeabilidad de la
membrana, 5) modificacién o degradacién enzimatica de los agentes antimicrobianos,
6) aumento de las bombas de eflujo, que eliminan los antibidticos fuera de la célula

(Viganor etal., 2016).
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Estimativamente, un 80% de las infecciones en humanos son producidos por bacterias
que producen biofilms (BF). La formacion de estas biopeliculas son un problema,
principalmente en los implantes como prdtesis, que en la mayoria de los casos, requiere
una cirugia para remover la mismay asi eliminar la infeccion. La formacién de BF es un
proceso complejo que involucra multiples sistemas de sefalizacion, incluyendo quorum
sensing (QS), nutrientes y sefiales quimicas, y la formacién de matriz extracelular. El BF
es una comunidad cooperativa de organismos unicelulares adheridos a una superficie
solida o encerrada en una matriz de polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos. El
polisacarido extracelular, liberado por las bacterias, encapsula células contiguas en una
matriz organizada capaz de permitir la difusién de nutrientes, y protege a las bacterias
del estrés del medioambiente, que incluye proteccion frente a los antibidticos,
desinfectantes y de ambientes dindmicos, y conducen a la cronicidad de los procesos

infecciosos (Viganor et al., 2016).

Staphylococcus aureus es uno de las primeras causas de infecciones nosocomiales con
mortalidad elevada. En los Ultimos anos se observd, en aislamientos clinicos, resistencia
contra numerosos antibidticos, entre ellos, vancomicina, lo que ha empeorado aln mas
el escenario. AUn mas el problema de la resistencia esta agravado por la habilidad de
esta bacteria de formar BF sobre superficies bidticas y abidticas especialmente sobre
implantes médicos. Estas biopeliculas son una barrera contra el sistema inmunitario del
huésped, dificil de tratar y se consideran un reservorio bacteriano, a partir del cual
pueden diseminarse a varios sitios del cuerpo y llevar a la cronicidad. Para solucionar
este tipo de infecciones, se decide un remplazo de los dispositivos médicos, causando al

paciente estrés asi como un gasto medico adicional (Brahma et al., 2018).

El cobre es un micronutriente esencial para las bacterias, pero en exceso es
bacteriostatico. En el interior de |la bacteria, este metal se encuentra unido a proteina o
formando complejos con tioles, como con el glutation. Como consecuencia el cobre libre
se encuentra en concentraciones subfentomolares (menos de 102> moles/l). Cualquier
exceso de cobre por sobre esta concentracién, se une a sitios no especificos, causando
por ejemplo, inactivacién de enzimas claves interfiriendo en el metabolismo bacteriano

normal. Por otro lado un exceso puede, ademas, promover la produccién de especies
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reactivas del oxigeno, generando estrés oxidativo, e interferir con la integridad de la

membrana (Haeili etal., 2014) (Djoko et al., 2015).

Las sales idnicas de cobre tienen dificultad para atravesar las membranas de las
bacterias, por lo que el potencial para desarrollarse como drogas antibacterianas es
bajo. Los iones de cobre generalmente muestran penetracién restringida en las
bacterias, y por lo tanto concentraciones elevadas de los mismos son necesarias para
lograr sus efectos. Por lo que paralograr que losiones de cobre atraviesen lamembrana,
ligandos liposolubles han sido desarrollados. Estas moléculas son conocidas como

ionosforos por su habilidad de actuar como carriers de los iones de cobre (Djoko et al.,

2015).

Uno de los objetivos de esta tesis doctoral fue determinar la actividad antimicrobiana
de dos complejos de cobre, [Cu(dmp)2(CH3CN)](ClO4)2, (complejo 3), vy
[Cu(phen)2(CH3CN)](ClO4)2, (complejo 4), contra bacterias patdgenas, aisladas de
procesos infecciosos y sobre cepas bacterias de referencias (cepas ATCC). Ademas, de
investigar sus propiedades antivirulentas, inhibir un importante factor de virulencia,
como lo es la formacion de biofilms. Estos experimentos fueron llevados a cabo en la
catedra de Bacteriologia de la Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia, de la

Universidad Nacional de Tucuman.
5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Cepas bacterianas

Lasbacterias usadas en este estudio fueron provistas por el Laboratorio de Bacteriologia
de la Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia. UNT. Estas cepas fueron conservadas

a-70 °C.

Las cepas de referencia que se usaron para llevar a cabo este estudio fueron: Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Enteroccocus faecalis ATCC 29212, Pseudomona aeruginosa

ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922. Ademas
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se utilizd una cepa de Staphylococcus aureus de aislamiento clinico, de una herida en el

pie de paciente masculino, producto de la diabetes.

5.2.2 Medios y reactivos para las pruebas de sensibilidad

Para el aislamiento e identificacion fenotipica de bacilos Gram negativos se utilizaron
los siguientes medios de cultivo: agar sangre, agar chocolate, medio Mc Conckey , TSI
(Agar-hierro-triple azucar), citrato, urea y SIM (Sulfuro Indol Movilidad), rojo de metilo,

Voges Proskauer , fenilalanina, LIA, MIO (movilidad, indol, lisina).

Para los cocos Gram positivos: agar sangre, agar chocolate, medio base con azida cony
sin agregado de sangre, catalasa, coagulasa, DNasa termoestable, bilis esculina, BHI

CINa 6,5% y PYR.

Para las pruebas de sensibilidad a los complejos de cobre se utilizaron: placas con agar
Mueller Hinton (MH), solucién salina estéril, patron 0.5 del estandar de McFarland,
pinzas, asa de platino, hisopos de algoddn estériles.

Para la determinacion de la inhibicidn de la formacidn de biofilm se utilizd placas de 96

wells fondo curvo, solucidn de cristal violeta al 0.1%, etanol al 962, caldo Luria Bertani,

espectrofotémetro TECAN.

5.3 Estudios microbiologicos

5.3.1 Identificacion

Las cepas bacterianas una vez que fueron descongeladas, se las sembré en medios
enriquecidos y diferenciales y luego se les realizaron las correspondientes pruebas
bioquimicas basicas para corroborar su identificacion. A todas ellas primero se le realizé
una coloracién de Gramy luego a las cepas de E. coli, P. aeruginosa y K. pneumoniae,
se realizé una prueba de TSI (Agar-hierro-triple azucar).

Alacepa S. aureus y E. faecalis, se le realizo las pruebas de catalasa, coagulasa DNAsa
termoestable, PYR, bilis esculina y BHI NaCl. Adem3s, se confirmé la identificaciéon por

MALDITOF.
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5.3.2 Determinacion de la concentracion inhibitoria minima

(Cim)

En la actualidad se dispone de varios métodos para determinar el patréon de
susceptibilidad de una bacteria alos antibiéticos. El método de eleccion que fue utilizado
en este trabajo de tesis fue el Método de dilucion en agar, con el método spot.
Procedimiento

1. Cepa bacteriana a estudiar: Debe provenir de un cultivo fresco, preferiblemente de
un cultivo en agar, de manera que podamos comprobar la pureza de la cepa.

2. Indculo: Se transferieron una o dos colonias del cultivo a un tubo que contenga
solucion fisioldgica estéril. La turbidez de la SF con el indculo se ajustard a la turbidez
del patrén 0.5 del estdndar de McFarland, el cual contiene exactamente 1-2x108 UFC/ml.
Diluirla suspensién 1/10 en caldo estéril o solucién fisioldgica (concentracion de indculo:
1x107 UFC/ml), y a partir de esta ultima, se siembra 2 pl en la placa de agar para obtener
una concentracion final de 2x 104 UFC/ml.

3. En 9 ml de caldo MH agregar 1 ml de la solucidon de complejo apropiada para cada
dilucidn, en el agar fundido y enfriado previamente a 48-502 C (en la proporcién de 1ml
de complejo a 9 ml de agar). Mezclar suavemente (complejo-agar) y colocar en la placa
antes de que se produzca la solidificacion total o parcial del medio. Antes de utilizar las
placas deben ser equilibradas a temperatura ambiente y no deben presentar gotas de
agua sobre la superficie.

4. Aplicar 2 pl de cada inéculo sobre la superficie del agar, por medio de un ansa
calibrada o pipeta. Primero debemos inocular una placa de control de agar sin
compuesto, y luego recién inocular las que contienen las distintas concentraciones del
complejo, comenzando por la de menor concentracioén.

5. Las placasinoculadas se deben mantener a temperatura ambiente hasta que el agar
absorba el liquido que deja el inoculo (10-15 minutos). Luego incubar invertidas a 35 +
2 2C por el término de 16-20 h.

6. Transcurrido el tiempo de incubacidn se procede a leer las placas. Las placas se deben
colocar sobre superficie negra y opaca para determinar el punto final. La CIM se define

como: “La menor concentracion de antibidtico que inhibe completamente el
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desarrollo bacteriano” (Bacteriologia, 2020). Un esquema representativo se puede

observar en la figura 5.2.3.1.

9 ml de MH + 1 ml de complejo

Siembran 2 ul de
la suspension N

bacteriana 2x10*
UFC/ml

Sy
CEp
+

D -

-

S

|

Incubar por 24 horas a 372C

Figura 5.2.3.1:esquemade la determinacion de CIM, en placas de agar MH por la técnica del spot.

5.3.3 Determinacidn de concentracion bactericida minima (CBM)

Se define como CBM a La mayor diluciéon que produce la muerte de >99,99% de los
organismos viables. A partir de los resultados anteriores, se realizd la determinacién de
CBM. Se colocé en tubos de kahn, 5 ml de medio MH més 3 diferentes concentraciones
del complejo (valor de la CIM, una concentracién menor a esta y una mayor), y se agrego
el inoculo del microorganismo a testear (1x10° UFC/ml). Se realizaron diluciones
seriadas de cada una de ellas, de 10! a 10%, y se colocd en placas de Petri y se
distribuyeron con espatula sobre el medio de cultivo. Las mismas se incubaron por 18 a
20 hrsa 352C. Luego de este tiempo se realizd el recuento de coloniasy se determind la
CBM (Bacteriologia, 2020).

Un esquema de la técnica se puede observar en la figura 5.2.3.2.
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Figura 5.2.3.2. Esquema de la determinacion de CBM.

5.3.4 Produccion de biofilm (O’Toole y Kolter)

Este ensayo estd basado en la capacidad de las bacterias de formar biofilms sobre
pldsticos PVC. La formacién de biofilm se produce porque las bacterias se adhieren a las
cubetas de las microplacas de poliestireno, fondo curvo.Para este ensayo se utilizo 1
cepa, S. aureus ATCC 25923 y un aislado de S aureus de una herida de pie diabético ..

De un cultivo solido fresco de la cepa bacteriana, se tomaron 3-4 colonias y se realizd
una suspension con densidad optica (DOs70) de aproximadamente 0.01. En cada
policubeta estéril, se sembraron 100 pl de dicha suspensiéon de un cultivo de 12 hs en
caldo Luria Bertani(LB). Luegose adicioné 100 ul de la dilucién de los complejos de cobre
a evaluar. Se realizaron controles negativos con medio estéril. Se incubaron a 37°C
durante 3, 12 y 16 h las diferentes placas. Luego de dicho tiempo se agregaron 25ul de
una solucidn acuosa de cristal violeta (CV) al 0,1%, se dejoé en contacto por 15 min a
temperatura ambiente y posteriormente se realizaron dos lavados con solucién

fisiolégica para eliminar las células plancténicas (no integrantes del biofilm). Sélo las
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célulasadheridas formadoras de biofilm quedan en la superficie de la cubeta coloreadas
con CV.

El CV unido al biofilm se extrajo con 2 lavados de 200 ul de etanol 96° (el CV adherido
se solubiliza). La cuantificacién del biofilm formado se mide por absorbancia a (DO 590
nm) en un espectrofotémetro TECAN. Todos los ensayos se efectuaron por triplicado.
Se analizaron los promedios de las lecturas obtenidos para cada cepa, y se compara
respecto al blanco para definir la produccion de biofilm. A mayor DO se considera mayor
productor de biofilm. Se puede observar un esquema de la tecnica en la figura 5.2.3.4.
Por otro lado, se realizd la determinacion de las bacterias plantdnicas, en los mismo
tiempo. Se procedio de la misma manera, que el ensayo anterior, sin adicionar el CV, si
no que directamente se realizé la lectura de la DO a 570 nm en un espectroflurometro
TECAN. En caso de disminucién de la DO significa un descenso de la viabilidad bacteriana

(Bacteriologia, 2020).

=
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indeulo Sembrado por triplicado Coloracion !:r ;;;;;:"
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Figura 5.2.3.4 Esquema de la determinacidn de produccion de biofilm por el método de cristal violeta.
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5.4 Resultados

5.4.1 Identificacion bacteriana

A partir de las pruebas bioquimicas fenotipicas realizadas se corroboré la identidad de
las cepas de referencia y de aislamiento clinico, y ademas que las mismas se
encontraban libres de contaminacion.

Los resultados obtenidos fueron:

e Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603): bacilos Gram negativos. TSI: pico y fondo
amarillo, positivo, Citrato: positivo, Urea: positivo, movilidad: negativo.

e Escherichia coli (ATCC 25922): bacilo Gram negativo. TSI: pico y fondo amarillo,
positivo, citrato: negativa, urea: negativo, movilidad: reaccién positiva.

e Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853): bacilos Gram negativos. TSI: negativo,
citrato: positivo, urea: negativo, movilidad: positivo.

e Enterococcus faecium (ATCC 29212): cocos Gram positivo, diplococos. Catalasa
negativo. DNasa termoestable: negativo, bilis esculina: positiva, BHI NaCl: positivo y PYR:
positivo

e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y cepa clinica: cocos Gram positivos. Catalasa:

positivos, coagulasa: negativo. DNasa termoestable: positivo.

5.4.2 Determinacidnde laconcentracion bactericida minima (CIM)

La actividad antibacteriana de los complejos de cobre, fue evaluada contra bacterias
Gram positivas (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) y contra bacterias Gram
negativas (Pseudomona aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli). Los
medios de cultivo paratodas las cepas fue agar Muller Hinton (MH) con un inoculo inicial
fue de 108 UFC/ml. Los complejos fueron disueltos inicialmente en DMSO. A partir de
esta se prepararon las diluciones en agar MH fundido, y se obtuvieron concentraciones
en un rango de 2 a 100 uM. se incubaron a 372C durante 18 a 24 hrs.

Los resultados de estas pruebas sugieren actividad antimicrobiana de los complejos de
cobre 3 y4 contra las cepas S. aureus, E. faecalisy E. coli (Tabla 5.3.2.1).

El complejo de cobre 3 mostré mayor actividad antimicrobiana que el complejo 4 para

2 cepas. Se puede observar que la cepa de S. aureus (ATCC 25923) es inhibida a partir

236



de los 4 uM (2.8 pg/ml) por el complejo de cobre 3, mientras que se necesita una
concentracion 2.2 veces mayor del complejo 4 para inhibir esta bacteria, es decir de 10
UM (6.2 pg/ml).

El crecimiento de la cepa de E. faecalis (ATCC 29212) se inhibid a partir de los 10 uM (7.2
ug/ml) del complejo 3, mientras que con el complejo 4 este efecto se produjo cuando
fue tratada con 40 uM (24 pg/ml).

Frente a la cepa de E. coli (ATCC 25922), los complejos actuaron de manera distinta, el
complejo 4 mostro mejor actividad (40 uM) que el complejo 3 (60 uM).

Las cepas de Kb. pneumoniae (ATCC 700603) y de Ps. aeruginosa (ATCC 27853) no
mostraron inhibicién de su crecimiento luego del tratamiento con ambos complejos, en

el rango de concentraciones usadas (2 a 100 uM).

S. aureus (ATCC | 4 uM (2.8 ug/ml) 10 uM (6.2 pg/ml)
25923)
E. faecium (ATCC | 10 uM (7.2 pg/ml) 40 uM (24 pg/ml)
29212)
E. coli (ATCC @ 60 uM (43 pg/ml) 40 uM (24 pg/ml)
25922)

Tabla 5.3.2.1 Resultados de CIM obtenida para el panel de bacterias luego de ser tratadas con los complejos de cobre 3y 4.

El manual de CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), describe los estandares
y pautas para consensuar procesos de laboratorio, entre estos, describe criterios de
interpretacion para la evaluacién de la sensibilidad de diferentes antibidticos frentes a
cepas bacterianas. Ademds enumera los antibiéticos que deberian ensayarse para los

microorganismos asi como sus valores de CIM.

En el manual publicado en el afio 2016, para la cepa de E. coli 25922, se publicaron lo

siguientes antibidticos con sus correspondientes valores de CIM: ampicilina 2-8 pgr/ml,
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Ampicilina/sulbactam 2/1-8/4 pgr/ml, cefuroxima 2-8 pgr/ml, cloranfenicol 2-8 pgr/ml,
nitrofurantoina 4-16 pgr/ml y rifampicina 4-16 pgr/ml. Para la cepa E. faecium, los
valores de CIM son, trimetroprima/sulfametaxol 0.5/9.5 pgr/ml, rifampicina 0.5-4

pgr/mly gentamicina 4-16 pgr/ml (Wayne, 2015).

Los resultados de CIM obtenidos, sugieren que el complejo 3, en el caso de E. faecium,
tienen mejor o igual actividad antibacteriana comparada con los antibidticos de
referencia, sulfametoxol y gentamicina, ya que estan dentro de los valores de referencia

o incluso son mds bajos que estos.

Varios autores reportaron actividad de complejos metdlicos con fenantrolina como
ligando, con valores de CIM cercanos al obtenido en nuestro laboratorio. Por el afio
1969, Dwyer y colaboradores publicaron la actividad antibacteriana de la fenantrolina
libre y de complejos metdlicos [Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll), Zn(ll), Cd(Il) y Ru(ll)]con este
ligando. Los resultados demostraron que estos complejos eran mas activos que el
ligando y el metal libre contra M. tuberculosis, S. aureus, K. pneumonia, C. Perfringens,
E. coliy P. vulgaris. Ademds encontraron que estos compuestos eran bacteriostaticos o
bactericidas contra bacterias Gram (+), y eran menos efectivos contra bacterias Gram (-
). Como en el caso de estos complejos, que resultaron ser activos solo contra E. coli, a
CIM elevados, y no frente a P. aeruginosa y K. pneumoniae. Esto puede ser explicado,
por un lado, por la complejidad de lamembrana de lasbacterias Gram (-), por su elevado
contenido de lipidos altamente polaresy la consecuente dificultad en la habilidad de los
complejos para alcanzar el espacio intracelular (Viganor et al., 2016). Y por otro lado,
esta toxicidad selectiva dentro de las bacterias Gram (-), puede ser explicada por la
permeabilidad de sus membranas. A pesar que la bacteria P. aeruginosa tiene mayor
cantidad de poros que E. coli, |la permeabilidad de la membrana externa de la primera
es aproximadamente un 8% de lade E. coli. Esto se debe a que P. aeruginosa tiene poros
que son no funcionales, restringiendo el grado de absorcién. Al mismo tiempo, el

mecanismo efectivo de salida es responsable de la resistencia intrinseca contra algunos

antibidticos por parte de P. aeruginosa. (Viganor etal., 2016).
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Li y colaboradores, reportaron la actividad antimicrobiana de una serie de compuestos,
que tienen como ligando aminoacidos/fenantrolina y como metal el cobre (ll). Estos
autores demostraron que la presencia de un ligando lipofilico en el complejo causaba la
elevacion de cobre intracelular cuando era comprado con CuClz. Los valores de CIM que
obtuvieron para la sal fue de 120 pgr/mly para los complejos un rango entre 7.5y 31.4
ugr/ml, dependiendo del aminoacido que formaba el complejo (X. Li et al., 2011)(X. Liu

etal., 2013).

En 2012, Budzisz y colaboradores, sintetizaron complejos de cobre(ll) y paladio(ll), con
fenantrolina con metilos en las posiciones 4,7 y 56 o con diamonoetanos o
diaminociclohexano como sustituyentes. Los complejos de paladio tienen actividad
antibacteriana minima, los complejos de cobre exhiben actividad contra B. subtilis (CIM:
8-64 pgr/ml), S. aureus (CIM: 8-32 ugr/ml) yE. coli (CIM: 8-32 pugr/ml). Ningin complejo

exhibid actividad contra P. aeruginosa.(Budzisz et al., 2012).

Muchos complejos de cobre han sido reportados por su accién antibacteriana. Djoko y
colaboradores, probaron la accién antibacteriana de un complejo de cobre utilizando
como ligando tiosemicarbazona. Demostraron accidon antibacteriana contra varios
patogenos humanos, incluyendo Neisseria gonorrhoeae y Mycobacterium tuberculosis,
asi como contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli, obteniendo valores de CIM

entre 10 y 25 uM (Djoko et al., 2015).

Umarani y colaboradores, evaluaron la actividad de un complejo de cobre con un
macrolido, contra un variado grupo de bacterias, incluidas, S. aureus, E. faecalis, E. coli,
P. aeruginosa y K. pneumaniae. Solo paraS$S. aureus se obtuvieron valores de CIM de 6.25
ugr/ml, para el resto de las bacterias las CIM fueron superiores a 100 pgr/ml (Viganor et

al., 2016).

Los ligandos usados en este trabajo de tesis fueron, 1,10 fenantrolina, y un derivado, 1,3
dimetil fenantrolina. 1,10 fenantrolina es un heterociclo organicoque tiene propiedades
antimicrobianas contra un amplio espectro de bacterias. Esta actividad puede ser
modulada significativamente modificando su estructura, ya sea extendiendo su

estructura en las posiciones -5,6- o por protones aromaticos. Por otro lado, Dwyer y

e
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colaboradores demostraron la relacion entre lipofilicidad y actividad antibacteriana,
cuando ellos demostraron que la actividad de un complejo, mejoraba por laintroduccion
de metilos como sustituyentes en el ligandofenantrolina (Viganor et al., 2016). Tal como
demuestran estos resultados, el complejo 3, quien tiene 2 metilos en su estructura,
resultd ser mas activo en 2 de 3 cepas bacterianas, y ademads un potente inhibidor de la

formacion de biofilm.

5.4.3 Determinacidn de concentracion bactericida minima (CBM)

A partir de aquellos tubos que no presentaron turbidez, indicativo de inhibicion

bacteriana, se utilizaron concentraciones por encimay por debajo del valor de la CIM (*
2 uM), para la determinacion de la CBM. Se realizaron 4 diluciones para determinar el
nimero de unidades formadoras de colonias (UFC/mI). Se obtuvieron los siguientes

resultados:

* Complejo 3 para St. aureus (6y 8 uM) y E. faecium (12.5y 15 uM) se mantiene el
numero de colonias.

* Complejo 3 E. coli: CBM 54 uM (38,8 pgr/ml).

* Complejo 4 para E. coli (40, 42.5y 45 uM) vy S. aureus (20 y 24 uM) se mantiene

el nimero de colonias

Complejo 4 para E. faecium: CBM 37,5 uM (23 pgr/ml).

Con estos datos, se podria inferir que los complejos que mantienen el nimero de
colonias, tienen accidn bacteriostatica, mientras que en aquellos en los que los que no

se observo aparicién de colonias, tendrian accion bactericida.

5.4.4 Inhibicion de la produccion de biofilm

Ademas de estudiar la inhibicién del crecimiento bacteriano determinando CIM y CBM
para los diferentes complejos frente a diferentes bacterias Gram positivas y Gram
negativas, se investigd su capacidad antivirulenta o sea la capacidad de inhibir un factor

de virulencia.
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Esta propiedad se experimentd sobre 2 cepas distintas de St. aureus. Una de ella, lacepa

ATCC 25923, la segunda corresponde a una cepa que fue aislada del pie de un paciente

diabético, producto de una infeccidn. Este proceso se estudidé en 3 tiempos distintos, 8,

12 y 16 hrs, y se utilizd 3 concentraciones de ambos complejos, 1, 2y 3 uM.
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Figura 5.3.4.1. Inhibicion de la formacidn de biofilm, luego del tratamiento por 8 hrs con los complejos 3 y 4 de cobre sobre la cepa

de St. aureus ATCC. Ala izquierda se puede observar el grafico de barras, y a la derecha una fotografia de la placa en la cual se llevo

a cabo el experimento. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3). * Diferencia significativas entre controly los complejos.

# Diferencia significativa entre complejos 3 y 4. (p<0.05)
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Figura 5.3.4.2. Inhibicion de la formacion de biofilm, luego del tratamiento por 12 hrs con los complejos 3 y 4 de cobre sobre la cepa
de St. aureus ATCC. Ala izquierda se puede observar el grafico de barras, y a la derecha una fotografia de la placa en la cual se llevo
a cabo el experimento. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3). * Diferencia significativas entre control y los complejos.

# Diferencia significativa entre complejos 3 y 4. (p<0.05)
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Figura 5.3.4.3. Inhibicidn de la formacion de biofilm, luego del tratamiento por 16 hrs con los complejos 3 y 4 de cobre sobre la cepa
de St. aureus ATCC. Ala izquierda se puede observar el grafico de barras, y a la derecha una fotografia de la placa en la cual se llevo
a cabo el experimento. Los resultados se expresan como la media #SEM (n=3). * Diferencia significativas entre control y los complejos.

# Diferencia significativa entre complejos 3 y 4. (p<0.05)

Luego del tratamiento con los complejos de cobre se puede observar que, el complejo

3 produjo un efecto inhibitorio en la formacion del biofilm, en los tres periodos de
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tiempo testeados a la concentraciéon de 2y 3 uM. No asi el complejo 4, quien no mostro

producir efecto inhibitorio alguno.

A las 8 hrs de incubacién (figura 5.3.4.1) con el complejo 3, a 2 UM se produjo una
inhibicién de la formacién del biofilm del 61.2% y a 3 uM una inhibicién del 95.5%. A las
12 hrs (figura 5.3.4.2), a 2 uM el porcentaje de inhibicion fue del 60%, y a 3 uM fue del
97%. A las 16 hrs (figura 5.3.4.3), los porcentajes de inhibicidon que se obtuvieron para 2
y 3 UM fue de 90.6% y del 100% respectivamente (p<0.05). En los 3 casos a 1 uM, no se
observd efecto sobre este factor de virulencia. Ademas, se puede observar que la
inhibiciéon fue dependiente de la concentracién, a mayor concentracion del complejo
mayor inhibicion. Con respecto a los tiempos de tratamiento, a las 8 y 12 hrs, no hay
diferencias significativas entre los tratamientos, si por el contrario a las 16 hrs en la que

el porcentaje de inhibicién a 2 uM fue mayor comparado con los tiempos anteriores.
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Figura 5.3.4.4 Inhibicidn de la formacion de biofilm, luego del tratamiento por 8 hrs con los complejos 3 y 4 de cobre sobre la cepa
de St. aureus de muestra clinica. A la izquierda se puede observarel grafico de barras, y ala derecha una fotografia de laplaca en la
cual sellevé a cabo el experimento. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3). * Diferencia significativas entre control

ylos complejos. # Diferencia significativa entre complejos 3 y 4. (p<0.05).
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Figura 5.3.4.5. Inhibicion de la formacion de biofilm, luego del tratamiento por 12 hrs con los complejos 3 y 4 de cobre sobr e la cepa
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Figura 5.3.4.6. Inhibicion de la formacion de biofilm, luego del tratamiento por 16 hrs con los complejos 3 y 4 de cobre sobre la cepa
de St. aureus de muestra clinica. A la izquierda se puede observarel grafico de barras, y ala derecha unafotografiade laplacaen la

cual sellevé a cabo el experimento. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3). * Diferencia significativas entre control

ylos complejos. # Diferencia significativa entre complejos 3 y 4. (p<0.05)

Como se puede observar en las figuras 5.3.4.4, 5.3.4.5y 5.3.4.6, los complejos frente a

esta cepa, se comportan de manera diferente que con la cepa ATCC. Ambos complejos
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producen inhibicion de la formacién de BF en los 3 periodos de tiempo estudiados, a las

concentraciones de 1,2y 3 uM.

Enlafigura5.3.4.4, correspondiente altiempo de incubacion de 8 hrs, se puede observar
que la formacion de BF se vio significativamente disminuida con respecto al control
luego del tratamiento con ambos complejos a 2y 3 uM (p<0.05). Entre los complejos, el
complejo 4 es mds activo que el complejo 3. A 2 uM, el complejo 4 produce una
inhibicién del 85.3% aproximadamente, mientras que la inhibicién impartida por el
complejo 3 fue de solo el 56%, es decir el complejo 4 fue 1.5 veces mas potente que el

3. A3 uM, lainhibiciéon de la formacién de BF fue del 88% y del 69% para los complejos

4 y 3 respectivamente.

A las 12 hrs, expuesto en la figura 5.3.4.5, a la concentracién de 1 uM, el complejo 4
produce una inhibicidon de aproximadamente el 26.4%, mientras que el complejo 3 no
produce efecto alguno. A 2 uM la inhibicidn es similar, no existen diferencia significativa

entre ellos. Y finalmente a 3 uM, el complejo 3 es 12 veces mas activo que el complejo

4, ya que produce una inhibicion del 90.9% y el segundo complejo solo lo inhibe un 7.3%.

El efecto inhibitorio sobre la formacién de BF producido por los complejos sobre la cepa
St. aureus clinicoalas 16 hrs (figura 5.3.4.6), fue similar. A1 uM, la inhibicion producida
por el complejo 3 y 4 fue del 2% y del 20% respectivamente. A 2 uM la inhibicién fue
mayor, del 49.5% por el complejo 3y del 60% por el complejo 4,y a3 uM el efecto de
inhibicidn fue similar a la concentracién anterior. No existe diferencia significativa entre

ellos (p<0.05).

La diferencia en la accion se estos complejos sobre una misma especie de bacteria,
podria explicarse principalmente por las diferencias en su estabilidad genética, siendo
la cepa ATCC genéticamente estable, no asi la cepa obtenida por aislamiento clinico.
Otra de las diferencias, podria deberse a que el paciente infectado con la S. aureus, fue
tratado previamente a su aislamiento, con antibidticos por via sistémica y de uso tdpico,
pudiendo ser este tratamiento causante de una respuesta diferente frente a estos
complejos metalicos. Sin embargo, el complejo 3 logré inhibir la formaciéon de BF, en

ambas cepas.
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Ademas del estudio de la inhibicién de la formacién de BF, se investigd la viabilidad de
las bacterias plancténicas luego del tratamiento con ambos complejos, estableciendo

los mismos tiempos que el experimento anterior, es decir,a las 8, 12y 16 hrs.
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Figura 5.3.4.7. Graficas de barras que representan el porcentaje de crecimiento de la cepa St. aureus ATCC 25923 a diferentes
tiempos, A: 8 hrs, B: 12 hrsy C: 16 hrs. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3). * Diferencia significativas entre control

ylos complejos. # Diferencia significativa entre complejos 3 y 4. (p<0.05)

Enla figura 5.3.4.7, se puede observar queelcomplejo 3 ejerce un mayor efecto citotéxico sobre

las bacterias de la cepa ATCC25923, el cual es dependiente de laconcentracién de complejo.

Cuando las bacterias fueron tratadas con 1 uM del complejo 3, solo a las 16 hrs se vio
afectada su viabilidad con respecto al control (p<0.05), produciendo una inhibicién del
24%. A 2 UM se produjo una marcada disminuciéon del crecimiento bacteriano, con
valores de 13.95%, 25% y de 32.6% a las 8, 12 y 16 hrs respectivamente, y al aumentar
la concentracién a 3 uM no se produjo crecimiento bacteriano, con respecto al control

(p<0.05).

Con respecto al complejo 4, el porcentaje de crecimiento a la mayor concentracién fue
de aproximadamente el 90% a las 8 y 12 hrs, mientras que a las 16 hrs fue del 67.5%. Es
decir que solo se disminuye el crecimiento bacteriano al ser tratadas con la maxima

concentracion y el maximo tiempo evaluados.
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Figura 5.3.4.8. Graficas de barras que representan el porcentaje de inhibicion del crecimiento de la cepa clinica de St. aureus a
diferentes tiempos, A: 8 hrs, B: 12 hrsy C: 16 hrs. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=3). * Diferencia significativas

entre control y los complejos. # Diferencia significativa entre complejos 3 y 4. (p<0.05).

La cepa St. aureus de aislamiento clinico, luego de ser tratada con los complejos de cobre
en los periodos de tiempo y con las concentraciones establecidas, no se produjo
inhibicién del crecimiento. Tal como puede observarse en la gréfica de la figura 5.3.4.8,

la viabilidad de mantuvo en valores similares al inoculo sin tratar.

El efecto sobre la inhibicion de BF por los complejos de cobre con fenantrolina con
metilos como sustituyentes, contra S. aureus ha sido recientemente reportado. Los
valores de CIM que obtuvieron fueron altos, al compararlos con el antibiético de
referencia, vancomicina, pero su actividad contra el BF es significativamente menor. Un
minimo de 100 pgr/ml de vancomicina fueron necesarios para reducir la formacion de
BF un 44%, y con el complejo ya reportado se redujo un 68% (Beeton et al., 2014). En
este trabajo de tesis, fueron necesario 2.1 pgr/ml del complejo 3 para inhibir la
formacion del BF un 95.5% luego de 8 hrs de exposicidon para la cepa ATCC 25922. En el
caso de la cepa clinica, el complejo 3 y 4 tuvieron efectos similares, logrando una

reduccién de aproximadamente un 50%.

Las infecciones por BF tienen mayor importancia que las infecciones causadas por
bacterias plantdnicas. En el caso de infecciones asociadas a BF, elevadas
concentraciones de antibidticos son necesarias, lo que hace que las infecciones sean
dificiles de curar (Olsen, 2015)(Koch et al., 2014). Estos resultados enfatizan que los

complejos de cobre, en especial el complejo 3, pueden actuar como agentes

antimicrobianos para tratar infecciones asociadas a BF.
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5.5 Conclusiones

A partir de los datos obtenidos, podemos concluir que los complejos de cobre producen
efectos bacteriostaticos y bactericidas sobre 3 cepas bacterianas, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecium y Escherichia coli. Los valores de CIM que se obtuvieron,
en algunos casos, fueron prometedores, comparando con los antibidticos que se usan

en la clinica, principalmente para el complejo 3.

Los antimicrobianos son importantes no solo para el tratamiento de infecciones
humanas o animales, sino también para aplicar como aséptico en hospitales, implantes
y para instrumentos para procedimientos médicos invasivos, entre otros. Estos
complejos de cobre arrojaronresultados parciales, prometedores, ya que ademas de ser
inhibidores de bacterias, tienen accion para disminuir la capacidad de la formacion de

BF, que radica ser un problema de alta relevancia en el ambiente nosocomial.

Por lo tanto, estos estudios justifican una investigaciéon mas profunda para el desarrollo
del complejo Cu como un agente eficaz contra las infecciones intracelulares crénicas y

asociadas a biopeliculas.
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6. ANEXO

Figura 1. Ciclo celular. Histograma de frecuencias obtenidos en el citometro de flujo,
luego del tratamiento conlos complejos de rutenio de las lineas celulares A: MG-63,
B: A549 y C: MCF7
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Figura 2. Tablasy dot plots de los resultados de apoptosis Linea celular (A) MG-63,

(B) A549, (C) MCF7, obtenidos luego del tratamiento con los complejos de rutenio.
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Figura 3. Viabilidad esferoides de las lineas celulares A: MG-63, B: A549y C:

MCF7 luego del tratamiento con los complejos de rutenio.
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Figura 4. PMM. Histogramas de frecuencia poblacional originados a partir del estudio
de la alteraciéon del PMM de la linea celular HT-29 luego del tratamiento con los
complejos de cobre. Se observan las 2 poblaciones celulares, polarizadas (con mayor

fluorescencia) y despolarizadas (con menor fluorescencia).
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Figura 5. Histograma de frecuencia del ciclo celular de la linea celular CACO-2, luego

del tratamiento con los complejos de cobre por 24 hrs.
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Figura 6. Dot Plots. Apoptosis de la linea celular Caco-2, luego del tratamiento con los

complejos de cobre por 6 hrs.
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Figura 7. Dot Plots. Apoptosis de la linea celular Caco-2, luego del tratamiento con los

complejos de cobre por 24 hrs.
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Figura 8. Dot Plots. Apoptosis de la linea celular L§174T, luego del tratamiento con

los complejos de cobre por 6 hrs.
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Figura 9. Dot Plots. Apoptosis de la linea celular LS174T, luego del tratamiento con

los complejos de cobre por 24 hrs.
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Figura 10. Dot plot de la linea celular HT29, luego de 24 hrs de tratamiento con los

complejos de cobre
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Figura 11. Dot plot, activacion de caspasa luego de 3 hrs de tratamiento con los

complejos de cobre, de la linea celular Caco2.
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Figura 12. Dot plot, activacion de caspasa luego de 6 hrs de tratamiento con los

complejos de cobre, de la linea celular Caco2.
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Figura 13. Viabilidad esferoides luego del tratamiento de los mismos con los

complejos de cobre. A: MG-63, B: A549, C: MCF7
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Figura 14. Viabilidad esferoides de la linea MG-63 bajo la accién de CisPt.
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Figura 15. Dot-blot, obtenidos en el citdmetro de flujo al analizar los esferoides

estimulados con TNF- a, luego del tratamiento.
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