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Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 CANCER

El cdncer es una condicién que engloba a un grupo de enfermedades que comparten
como caracteristica comun la division acelerada y descontrolada de las células del

organismo; también se habla de “tumores malignos” o “neoplasias malignas”.

En los tejidos normales, la proliferacion celular esta estrictamente controlada mediante
diferentes vias de sefializacion, y una vez superada la etapa de crecimiento la gran
mayoria de las células del organismo Unicamente se dividen para reemplazar a otras
células dafiadas o muertas. En el cancer, por el contrario, las células pierden el control
en los procesos de reproduccién y crecimiento, por lo que se reproducen de forma
anormal e incontrolada, provocando la aparicién de un tumor. Esta alteracion del
crecimiento celular estd desencadenada por mutaciones adquiridas que afectan en un
inicio a una sola célulay luego a su progenie cldnica. Estas mutaciones proporcionan a
las células neopldsicas una ventaja por sobre las células no neoplasicas, para su
supervivencia y crecimiento, que permiten su proliferacién excesiva e independiente de

las senales fisioldgicas de crecimiento.

Basandose en las diferencias en los patrones de crecimiento los tumores pueden
clasificarse en benignos y malignos. Los tumores benignos presentan un aspecto
macroscopico y microscépico relativamente inocuo, es decir, se encuentran localizados,
sin propagarse hacia otros tejidos y es posible realizar una extirpacion quirudrgica local.
Un tumor maligno, en cambio, es el que tiene la capacidad de invadir y destruir las
estructuras adyacentes y propagarse hacia sitios remotos (metastatizar). El crecimiento
de los tumores malignos se acompafia de una infiltracién, invasién y destruccion del
tejido circundante. Un tumor se considera canceroso sélo si es maligno, es decir, si sus

células tienen la capacidad de invadir el tejido circundante.

Ademads, los tumores malignos y benignos se diferencian por una serie de caracteristicas
histolégicas y anatomicas. Una de ellas es el grado de diferenciacion: los tumores

benignos estdn compuestos por células bien diferenciadas, por lo que en general
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conservan una funcion similar a las células normales. Mientras que los tumores malignos
estan compuestos por células poco diferenciadas, o anaplasias, lo que permite que
adquieran funciones nuevas e imprevistas. Ademas, los tumores malignos se
caracterizan por una abundancia de células en mitosis, debido a su gran actividad
proliferativa, con figuras mitdticas atipicas con morfologia andmala de los nucleos,

husos multipolares y pérdida de polaridad.

Aunque hay una gran variabilidad entre las células tumorales, existen ciertas
caracteristicas comunes a las células cancerigenas que las diferencian de las células
normales que se consideran, segun Hanahan y Weinberg, los “Hallmarks” o rasgos
caracteristicos del cancer [1]. Originalmente consistian de 8 caracteristicas: pérdida de
sensibilidad frente a sefiales que detienen el crecimiento, autosuficiencia en sefales de
proliferacién, evasiéon de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis
sostenida, invasion de tejidos y metdstasis, inestabilidad genémica y promocién de la
inflamacién. En 2022 Hanahan publicdé una actualizacién en la que se agregan 6
hallmarks nuevos: desregulacion del metabolismo celular, evasiéon de la respuesta
inmune, senescencia celular, microbioma polimdrfico, reprogramacion epigenética no

mutagénica y plasticidad fenotipica [2]. Estas se encuentran resumidas en la figura 1.
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Figura 1. Caracteristicas del cancer. Imagen adaptada de Hanahan 2022 [2]

Se considera que el tumor primario deriva de una sola célula normal que sufre
alteraciones irreversibles de los genes relacionados con el control del ciclo celular y la
muerte celular. Este cambio es heredado a las siguientes generaciones, que presentaran
los mismos fallos y el mismo comportamiento tumoral. De esta forma, el tumor crecera
de forma descontrolada mediante clones de la primera célula dafiada [3]. Esta secuencia
de eventos que conduce a la aparicidon de una neoplasia maligna se denomina
carcinogénesis. El inicio de un cancer requiere que en una misma célula se produzcan
sucesos genéticos multiples, una acumulacién gradual de mutaciones, que cooperen
entre si para promover el crecimiento de la célula cancerosa. De esta forma, un leve
desorden inicial del comportamiento celular evoluciona de manera gradual hasta un
cancer destructivo. 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 [4]. Estas alteraciones

genéticas son el resultado de la interaccién entre factores genéticos y agentes externos

[5]:

e Carcindgenos fisicos, como las radiaciones ultravioletas e ionizantes
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e Carcindgenos quimicos, como el amianto, los componentes del humo de tabaco,
las aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) y el arsénico (contaminante del
agua de bebida)

e Carcindgenos bioldgicos, como determinados virus, bacterias y parasitos.

Otros factores de riesgo incluyen el estilo de vida, dieta, ocupacién, enfermedades

inflamatorias crdnicas, concentraciones elevadas de hormonas, entre otras.

Existen mas de 200 tipos de cancer que pueden ser clasificados desde un punto de vista
histoldgico, es decir, de acuerdo con el tejido y tipo celular a partir del cual se originan.

Encontramos las siguientes categorias principales:

1) Carcinoma: hace referencia a una neoplasia maligna originadas a partir de células
epiteliales, las cuales recubren las partes internas y externas del cuerpo. Son el
tipo mds comun de cancer, representando del 80 al 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, prdstata o vejiga. Estos son divididos en

2 subtipos principales segun el tipo de célula epitelial donde se inician:

o Adenocarcinoma: se inicia en las células epiteliales que producen liquido
o moco. Generalmente ocurren en las membranas mucosas y tejidos
glandulares. La mayoria de los canceres de mama, colon y prdstata son
adenocarcinomas.

O Carcinoma de células basales: se forma en la capa inferior o de base de la
epidermis.

O Carcinoma de células escamosas: se origina en las células escamosas,
células epiteliales que estan justo debajo de la superficie externa de Ia
piel. También recubren muchos drganos, como estémago, intestinos,
pulmén, vejiga y rifiones.

o Carcinoma de células transicionales: se forma en el epitelio transicional o
urotelio. Se encuentra en el revestimiento de la vejiga, los uréteres y la
pelvis renal. Algunos canceres de vejiga, uréter y rifidn son carcinomas de

células transicionales.
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2) Sarcoma: se origina en el tejido conjuntivo presente en los huesos, cartilagos,
nervios, vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo. El sarcoma mas comun es
el cadncer de hueso u osteosarcoma. Otros tipos comunes de sarcoma de tejido
blando son: leiomiosarcoma, sarcoma de Kaposi, histiocitoma fibroso maligno,
liposarcoma y dermatofibrosarcoma protuberante.

3) Mieloma: se origina en las células plasmaticas de la médula ésea. Estas células
plasmdticas anormales, denominadas células de mieloma, se acumulan en la
médula ésea y forman tumores en los huesos de todo el cuerpo.

4) Leucemia: son neoplasias de la médula dsea, originadas en células del sistema
hematopoyético. Generalmente esta asociada a la sobreproduccion de glébulos
blancos inmaduros. Se clasifican en linfoide o mieloide, segln el tipo de célula
de origen; y en aguda y crdnica, segun el grado de maduracion de las células
leucémicas.

5) Linfoma: se desarrolla en las glandulas o ganglios del sistema linfatico. Los
linfocitos anormales se acumulan en los ganglios y vasos linfaticos, y en otros
drganos del cuerpo. Son clasificados en 2 subcategorias: linfomas de Hodgkin y

linfomas no Hodgkin.

1.1.1 Estadisticas del cancer

El cdncer se encuentra dentro de las principales causas de muerte a nivel mundial. En
2020 se reportaron 19,3 millones de casos nuevos y 9,9 millones de muertes. Para el afio
2040, segun el Observatorio Global del Cancer (GCO: Global Cancer Observatory), se
espera que el nimero de casos por aifio aumente a 29,5 millones y el nUmero de muertes

a 16,4 millones [6].

De acuerdo con el Instituto Nacional del Cancer (INC), Argentina presenta una tasa de
incidencia de 212,4 casos por 100000 habitantes (considerando ambos sexos y todos los
tumores a excepcién de piel no melanoma), cifra que la posiciona dentro de los paises
del mundo con incidencia de cancer media-alta (rango 181,1 a 248.3 por 100000
habitantes), ubicandola a su vez en el quinto lugar en Latinoamérica. Esta estimacion
corresponde a mas de 126000 casos nuevos de cancer en ambos sexos por afio, con una

distribucidn de 47,3% de casos en hombresy 52,7% en mujeres.
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Figura 2. Estimaciones de incidencia de cancer a nivel mundial, 2020. Ambos sexos, todos los canceres,
excluyendo piel no melanoma. Tasas estandarizadas por edad segun poblacién mundial por 100.000

habitantes. Fuente INC (Observatorio Global del Cancer. GLOBOCAN, 2020)

En cuanto a los tipos de cancer mas frecuentes en Argentina, el cdncer de mama fue el
de mayor magnitud en el afio 2020, con 22024 casos, representando el 16,8% de todos
los casos. En segundo lugar, se ubica el cancer colorrectal, con 15895 casos nuevos, que
corresponde al 12,1% del total y, en tercer lugar, el cancer de pulmdn, con 12110 casos

nuevos, que representan el 9,3% del total de casos.

Respecto de la distribucidn por sexos, en los varones la mayor incidencia estuvo dada
por el cancer de préstata, con una incidencia de 42,0 casos cada 100000 varones. En las
mujeres la mayor incidencia estuvo dada por el cancer de mama, con una incidencia de
73,1 casos cada 100000 mujeres. Para ambos sexos, el segundo tipo de cancer mas
comun es el color rectal, con una incidencia de 31,0 para el hombre y de 20,6 para las

mujeres.

En cuanto a la mortalidad, en 2020 se registraron 70074 fallecimientos por tumores en
la Argentina, colocandolo dentro de las principales causas de muerte. El tipo de cancer
con mayor mortalidad fue el de mama (18,9 muertes cada 100000 habitantes), seguido
por el cancer de pulmén (16,8 muertes cada 100000 habitantes) y por el cédncer

colorrectal (12,6 muertes cada 100000 habitantes).
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El cancer de pulmén determind la mayor mortalidad (21,26/100.000 varones), seguido
por el cancer colorrectal (13,59/100.000), préstata (11,10/100.000), pancreas
(7,59/100.000) y estémago (6,60/100.000).

1.1.2 Cancer y COVID-19

A fines del 2019 se registraron los primeros casos de COVID-19, dando lugar a una
pandemia con mas de 511 millones de casos y 6 millones de muertes a nivel mundial.
Los servicios de salud en todo el mundo han sido afectados por esta pandemia: sistemas
de atencién médica colapsados, escasez de recursos y personal médico. Por esta razén,
un gran numero de procedimientos médicos, cirugias electivas o no urgentes y consultas

médicas han sido canceladas o reprogramadas.

Los pacientes oncoldgicos tienen un mayor riesgo de adquirir COVID-19 y un peor
prondstico, incluyendo formas graves de la enfermedad que requieren ingreso a
cuidados intensivos y un aumento de la mortalidad. Estos riesgos llevaron a los
oncologos a realizar modificaciones en los tratamientos, de modo de disminuir la
exposicidon de los pacientes oncoldgicos a COVID-19. Se realizaron cambios en la
intensidad y duracion de las terapias para evitar posibles efectos adversos y limitar
posibles exposiciones a COVID-19. Encuestas a centros oncoldgicos alrededor del mundo
mostraron que el 44% de las cirugias oncoldgicas, el 25% de las sesiones de
quimioterapia y el 14% de los turnos de radioterapia fueron cancelados o

reprogramados durante la pandemia [7][8].

Por otro lado, las medidas de aislamiento social impuestas por los diferentes paises para
reducir el riesgo de transmisidn han afectado los programas preventivos de deteccién.
Ha habido un marcado descenso a nivel mundial en el diagndstico de cancer y estudios
preventivos como biopsias, colonoscopias, endoscopias, mamografias, Pap vy
colposcopia. En Argentina en el 2020 se ha reportado un descenso del 80% en la
cantidad de estudios preventivos realizados [9]. Retrasos en la busqueda preventiva de
sintomas llevan a diagndsticos en etapas avanzadas de la enfermedad, lo cual demora

su tratamiento y produce un aumento en la mortalidad a largo plazo.
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1.2 CANCER DE HUESO

Dentro de los tumores &éseos podemos encontrar: tumores primarios de hueso,
formados a partir de tejido 6seo que pueden ser tanto malignos como benignos, y
tumores secundarios o metastasicos, formados de células cancerosas provenientes de
otra parte del cuerpo que se extendieron a los huesos. El cdncer de hueso primario es
raro, representa menos del 1 % de todos los canceres nuevos diagnosticados, con una
incidencia anual de solamente 3 a 4 casos por millén. Incluye al osteosarcoma, sarcoma
de Ewing y condrosarcoma. El osteosarcoma (OSA) es el cadncer de hueso primario mas
comun, principalmente en nifos y adolescentes. Se encuentra como el quinto cancer de
mayor incidencia y segundo con mayor mortalidad en los adolescentes a nivel mundial

[10].

En la Argentina, de acuerdo al Registro Oncopediatrico Hospitalario Argentino, los
tumores éseos se encuentran en octavo lugar en cantidad de casos registrados entre los
afos 2000 y 2016, de los cuales el OSA representa la mayoria de estos tumores. La tasa
de incidencia del OSA es de 3,3 por milléon de nifios menores de 15 afios, similar a la

reportada a nivel mundial [11].

El origen certero del OSA se desconoce, pero se cree que se origina en células
mesenquimales primitivas malignas, ya que posee en su histologia tanto componentes
osteoblasticos como fibroblasticos y condroblasticos . Generalmente se desarrolla en los
huesos largos de las extremidades como el fémur distal (42% de los casos), la tibia
proximal (19%) y el himero proximal (10%). Otras locaciones menos recurrentes son el
craneo y mandibula (8%) y la pelvis (8%). El pico de incidencia en la adolescencia y la
predileccion por los sitios de crecimiento activo, como los huesos largos de las
extremidades, lleva a relacionar al OSA con los periodos de crecimiento éseo acelerado,

en los cuales las células presentan mayor vulnerabilidad a las mutaciones [12].

El OSA es un cancer altamente metastasico. Al momento del diagndstico, alrededor del
15-20% de los pacientes presentan compromiso metastasico. El 80-90% de los pacientes
restantes puede suponerse que poseen micrometastasis todavia no detectables. Es la

principal complicacién que se presenta en el OSA, que generalmente termina siendo
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fatal: entre los pacientes que desarrollan metdstasis, menos de 1 de cada 5 sobrevive
[13]. Los tumores primarios pueden diseminarse de forma regional, dentro del mismo
hueso o a otro hueso a través de una articulacién. También puede generar metastasis
sistémica, principalmente en pulmones a través del sistema circulatorio, y en segundo

lugar en huesos de otras extremidades [14].

Actualmente, la estrategia de tratamiento para el OSA comprende un enfoque
multimodal. En primer lugar, se utiliza quimioterapia neoadyuvante, con el objetivo de
producir necrosis tumoral y disminuir el tamafio del tumor primario, asi como de reducir
las lesiones metastdsicas, en caso de presentarse. En segundo lugar, se realiza una
cirugia para remover las lesiones tumorales primarias y las lesiones metastasicas
evidentes. Por ultimo, se administra quimioterapia adyuvante postcirugia (Meazza
2016). Los protocolos de quimioterapia estandar, tanto neoadyuvante como adyuvante,
incluyen combinaciones de las siguientes drogas: dosis altas de metotrexato,

doxorrubicina, ciclofosfamida, cisplatino, ifosfamida, etopésido y carboplatino [15].

La incorporacion de la quimioterapia neoadyuvante entre los afios 1970 y 1980 mejord
drasticamente la expectativa de vida de los pacientes. La tasa de supervivencia global a
5 anos pasoé del 20% a aumentar hasta el 70% para pacientes con tumores localizados.
Si, en cambio, se trata de pacientes con metdstasis o enfermedad la tasa de
supervivencia global a 5 afios disminuye al 28% [12]. En los paises de bajos recursos,
como Latinoamérica, sin embargo, estos valores son significativamente menores: en la
Argentina la tasa de supervivencia a 5 afos de pacientes con OSA localizado es de 44.1%,
mientras que para pacientes con metastasis es de 22% [16]. Esta diferencia en la tasa de
supervivencia entre la Argentina y los paises desarrollados puede deberse a multiples
factores, posiblemente asociadas a una disparidad importante entre los sistemas de
salud. Principalmente se encuentran dificultades en la capacidad de realizar diagndsticos
tempranos, biopsias y confirmacién del diagndstico. Ademas, en la Argentina hay una
falta de estandarizacion de las prdacticas de diagndstico y tratamiento que afectan Ila

sobrevida de los pacientes [16].

En los ultimos anos se han realizado multiples esfuerzos para desarrollar nuevos agentes

terapéuticos que contribuyan a mejorar el pronéstico de la enfermedad, ya que la
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modalidad de los tratamientos y el prondstico poco favorable se han mantenido casi
inalterados después de la incorporacion de la terapia neoadyuvante. Lamentablemente,
los ensayos clinicos de fase Il con terapias dirigidas basadas en anticuerpos
monoclonales o pequefos inhibidores de blancos moleculares han dado resultados

desfavorables, a pesar de tener resultados prometedores en las etapas preclinicas [12].

La baja efectividad de los esquemas de tratamiento de quimioterapia actualmente
disponibles y el hecho de que las nuevas terapias no arrojaron resultados prometedores
en la etapa clinica generan un contexto hostil para los pacientes con OSA, especialmente
en los paises con bajos recursos, donde el prondstico es desalentador. En consecuencia,
surge la necesidad de encontrar nuevas alternativas terapéuticas que mejoren el manejo

de esta enfermedad agresiva.

1.3 CANCER DE MAMA

El término "cancer de mama" hace referencia a un tumor maligno que se ha desarrollado
a partir de células mamarias. La mayoria de los tumores mamarios son benignos, no
cancerigenos. Los tumores de mama benignos son crecimientos anormales, debido a
formaciones fibroquisticas, pero que no se extienden por fuera del tejido mamario. Los
tumores malignos se originan, con mayor frecuencia, en las células de los lobulillos, las
glandulas productoras de leche, o en los conductos. También se pueden originar, pero
con menor frecuencia, en los tejidos estromales, los cuales incluyen a los tejidos
conjuntivos grasos y fibrosos de la mama. El cancer de mama puede invadir los vasos
sanguineos locales y generar metdstasis en érganos distantes como hueso, pleura,
pulmdn, higado, etc. Segun su diagndstico histoldgico, el tipo de cdncer de mama mas
comun es el carcinoma ductal invasivo, representando un 50-75% de los pacientes,
seguido por el carcinoma lobular invasivo, que representa un 5-15% de los pacientes. El
resto de los pacientes presentan otras histologias mas raras, como carcinomas lobulares

y ductales in situ, no invasivos, y carcinomas mixtos ductal/lobular entre otros [17].

El cancer de mama se clasifica también segun la presencia de ciertos marcadores

moleculares: receptores hormonales (receptor de estrégenos, REa, y receptor de
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progesterona, RP) y el factor de crecimiento epidermal 2 (ERBB2 o HER2). A partir del

analisis de estos marcadores el cdncer de mama se clasifica de la siguiente manera:

Receptor hormonal positivo (RH+): son el tipo de cancer de mama mds comun,

comprendiendo el 60-70% de los tumores. Se caracterizan por una expresion alta
de REq, RP y otros genes asociados a la activacion de REa. REa es un factor de
transcripcion que, cuando es activado por el estrégeno, activa las vias
oncogénicas de crecimiento en las células de cdncer de mama. Suelen tener un
crecimiento mas lento que los cdnceres RH- y un mejor pronéstico a corto plazo.

Este grupo de tumores esta formado por los tumores luminales, ellos son:

O Luminal A: es el mas frecuente, 67% de los casos. Tiene alta expresion del
gen de REa y/o de RP.
O Luminal B: tiene una mayor expresion de genes asociados a la
proliferaciéon y el ciclo celular, como Ki-67, y una menor expresiéon de RP.
Son considerados mas agresivos que los Luminal A, ya que sus células
tienden a crecer mas rapido.
HER2+: representan del 12% al 20% de todos los canceres de mama. Se
caracterizan por una sobreexpresiéon del oncogén HER2 y bajos niveles de
expresion de los receptores hormonales. HER2 codifica para un receptor de
tirosin-quinasa transmembrana que, tras su activacion por senales
extracelulares, media la proliferacién celular y la supervivencia. Estas
caracteristicas generan un crecimiento tumoral mas agresivo y un peor
prondstico.

Triple negativo o subtipo basal (TNBC): corresponde a un 15% aproximadamente

de todos los tumores, es caracterizado por la falta de expresién de REa, RP y
HER?2. Es el subtipo mas agresivo, se da mayoritariamente en mujeres menores
a 40 afios, con tumores de mayor grado y un mayor riesgo de recurrencia y

muerte luego de 3-5 afios post-diagndstico.

El tratamiento del cdncer de mama depende de varios factores, incluyendo el tipo de

cancer, el tamafio del tumor, su propagacién y condiciones preexistentes. Para el cancer

de mama no metastdsico el objetivo principal del tratamiento es erradicar el tumor y
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prevenir recurrencias metastasicas. La mayoria de los pacientes tienen una cirugia para
remover el tumor de la mama y nddulos linfaticos, la cual se acompafia con terapia
sistémica, que puede ser neoadyuvante, adyuvante o ambas. El tratamiento aplicado
depende, en gran parte, del tipo de cancer de mama que presente el paciente. En el
cancer de mama RH+ se utilizan bloqueadores de los receptores de estréogeno, como el
tamoxifeno, e inhibidores de la aromatasa, los cuales disminuyen los niveles de
estrégeno. Este tipo de terapia hormonal contrarresta el crecimiento tumoral
promovido por el estrégeno. En cuanto al cdncer de mama HER2+, se utiliza
fundamentalmente terapia dirigida (inmunoterapia) contra este receptor. Se han
desarrollado varios medicamentos que atacan a esta proteina como son los anticuerpos
monoclonales (Trastuzumab, Pertuzumab, Ado-trastuzumab) e inhibidores de la
actividad quinasa (Lapatinib, Neratinib). Se pueden administrar de forma conjunta con

guimioterapia y terapia hormonal.

Cuando se trata del cdncer de mama triple negativo las terapias hormonales y dirigidas
no son efectivas, ya que no presentan las moléculas blanco de estos tratamientos. Es
por esto que el principal tratamiento para TNBC es la quimioterapia. Las drogas
guimioterapéuticas mas usadas incluyen antraciclinas (doxorrubicina y epirubicina),
taxanos (paclitaxel y docetaxel) y capecitabina entre otros. También se utilizan
guimioterdpicos de platino, como el carboplatino. Sin embargo, no hay una guia de
tratamiento estandarizada para este tipo de cancer de mama. Ademas, este tratamiento
convencional con quimioterapia tiene una baja eficacia; presenta importantes efectos
adversos y una alta tasa de recurrencias metastasicas. Es por esto que es necesario el

desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de TNBC.

El cdncer de mama es el tipo de cancer de mayor incidencia a nivel mundial, con una
tasa de 47,8 casos cada 100000 mujeres en el 2020. La Argentina pertenece a los paises
con una tasa de incidencia alta (mas de 69,2 cada 100.000 habitantes), lo que la coloca
en el tercer puesto de tasas de incidencia en Sudamérica. En cuanto a la mortalidad por
cancer de mama, la Argentina tiene una tasa de mortalidad media-alta con 16,6-19,4

muertes cada 100.000 habitantes. Sin embargo, se ha registrado un descenso sostenido
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de la mortalidad por cancer de mama a lo largo del periodo 2002-2019, a un ritmo de -

1,03 % anual [18].

1.4 CICLO CELULAR

Las células proliferan sosteniendo el crecimiento del organismo, manteniendo los
tejidos y reemplazando células dafiadas. El ciclo celular comprende una serie de eventos
en los cuales los componentes celulares son duplicados y luego divididos en dos células
hijas con contenido genético idéntico. La mayoria de las células en el cuerpo humano no
proliferan, se encuentran fuera del ciclo celular, en un estado de diferenciacién terminal,
como las neuronas y miocitos, o en un estado quiescente, como las células gliales o los
hepatocitos. Por otro lado, una porcidon minoritaria de células se encuentra activamente
dentro del ciclo, proliferando. Estas se encuentran principalmente en los tejidos

renovables, como el tejido epitelial y la médula ésea.

El ciclo celular tiene cuatro fases: las fases Gi1, S y G2, que componen la interfase, y la
fase M, donde la célula se divide. En la fase G1 la célula crece, sintetiza proteinas y ARN.
En esta etapa la célula es sensible a sefales de crecimiento tanto positivas como
negativas. Si las condiciones del entorno son las adecuadas, el ciclo avanza a la fase S,
donde ocurre la replicacién del ADN, y finalmente ocurre la fase G, en la cual continda
el crecimiento y la célula se prepara para la mitosis. Por ultimo, en la fase M, se da la
divisién celular. Esta fase se divide a su vez en varias etapas: profase, prometafase,
metafase, anafase y telofase. Finalmente, el ciclo celular cierra con la produccién de la

citocinesis, que da como resultado las dos células hijas.

La progresion a través del ciclo celular es impulsada por la familia de quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) y sus reguladoras, las ciclinas. Las CDKs fosforilan sus
sustratos blancos para promover la sintesis del ADN y la progresién mitética. La cantidad
de CDKs se mantiene constante a lo largo del ciclo, pero sélo se encuentran
cataliticamente activas cuando forma parte del complejo CDK-ciclina con su respectiva
ciclina. La progresidn a través de cada fase del ciclo celular y la transicion de una fase a

la siguiente se encuentran monitoreados por mecanismos sensores, llamados puntos de
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control, que mantienen el orden correcto de los eventos. Si se detecta un evento del
ciclo irregular o incompleto, como por ejemplo una falla en la replicacién del ADN o en
la segregacién de los cromosomas, se envian sefiales que llevan al arresto del ciclo
celular hasta que el problema se resuelva. Las proteinas efectoras, encargadas de este

arresto, se denominan inhibidores de CDKS (CDKls).

En el organismo existe un equilibrio entre la proliferacion y la muerte celular, apoptosis,
que regula la poblacién celular de cada tejido. Si se produce una desregulacion de la
magquinaria del ciclo celular este equilibrio se rompe, la célula es capaz de repetir de
manera indefinida el ciclo y se produce una proliferacion descontrolada que termina por

generar una célula tumoral.

Muchas mutaciones oncogénicas ejercen sus efectos sobre los componentes de la via
de sefializacion, forzando la progresion del ciclo celular en lugar de los controles
normalmente regulados [19]. Por ejemplo, componentes de la via Ciclina D1/CDK4/6-RB
(permite la transicion de Go/Gi a la fase S) estdn comunmente mutados en procesos
cancerigenos [20]. Otras mutaciones, por ejemplo, alteran la respuesta ante la presencia
del ADN dafiado y los mecanismos de control, permitiendo una consolidacién de dafio
genomico [19]. El factor de transcripcién nuclear p53 es activado frente a sefiales de
dano en el ADN, lo que lleva al arresto del ciclo celular para permitir la reparacién de
ADN o para inducir apoptosis (dependiendo del nivel de dafo en el ADN) previniendo la
propagacion de células con ADN dafiado y manteniendo 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, ademads de ser pro tumorigénico, también genera quimio

resistencia [21].

1.5 ApoOPTOSIS

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada que interviene en procesos
fisioldgicos, necesarios para mantener la homeostasis celular, como la embriogénesis,

la regulacion del sistema inmunitario y la renovacion tisular, entre otros. Trastornos en

25



Introduccion

la regulacion de la apoptosis pueden producir diversas enfermedades autoinmunes y
neurodegenerativas. A su vez, su desregulaciéon puede ser una causa del desarrollo de

diversos tumores, ya que la apoptosis participa en la eliminacién de células defectuosas.

Durante la apoptosis ocurren ciertos cambios morfoldgicos caracteristicos. En primer
lugar, se produce la condensacion de la cromatina, la desintegracidon nucleolar, el
encogimiento del nucleo y la condensacidn del citoplasma, acompafiada de redondeo
celular, pérdida de su volumen (picnosis), y la retraccion de pseuddpodos. La integridad
de la membrana plasmatica se conserva, pero se forman estructuras tipo “burbuja” en
la misma. En las etapas tardias de la apoptosis se produce la rotura internucleosomal
del ADN y se forman cuerpos apoptéticos (fragmentos nucleares recubiertos de
membrana), que son fagocitados por células del sistema inmune, sin la generacién de

una reaccion inflamatoria.

A su vez, durante este proceso ocurren una serie de cambios bioquimicos. Estos eventos
incluyen activacion de caspasas, liberacién de citocromo C de las mitocondrias, clivaje
de la poli ADP ribosa polimerasa y fragmentacion internucleosomal del ADN en multiples
oligonucleosomas de 180-200 pares de bases por endonucleasas [22]. Un evento
temprano importante del proceso de apoptosis es la externalizacion de Ia
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 [22].

El proceso de apoptosis puede ocurrir mediante dos mecanismos: la via extrinseca o la
via intrinseca. En ambos mecanismos intervienen proteinas denominadas caspasas
(cisteinil aspartato proteasas). Estas son un grupo de cistein-proteasas que escinden las
proteinas en las posiciones en que existe un grupo aspartato. Estas enzimas estan
presentes como zimogenos denominados pro-caspasas que, frente a estimulos

especificos, son clivadas generando su forma activa.

La via extrinseca, es iniciada por un estimulo externo que involucra a la familia de
receptores de muerte. La unién de ligandos de la familia TNF (FasL y TRAIL) a los

receptores de muerte (Fas, TNFR1, etc.) en la membrana plasmatica, resulta en la
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formacion del complejo de induccion de muerte (DISC). DISC a su vez, inicia la activacion
de la pro-caspasa 8. La caspasa 8 es una caspasa iniciadora, la cual activa o amplifica la
activacion de la caspasa 3. Esto permite la salida de citocromo C de la mitocondria, la

formacion del apoptosoma, y la activacién de la caspasa 9.

La via intrinseca es iniciada por un estimulo intracelular, como el dafio en el ADN, la
sobrecarga de calcio en el citosol, o el 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, las llamadas pro-apoptdticas (Bax, Bak, Bas,
Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim y Hrk) las cuales promueven la liberacién del citocromo C de la
mitocondria, y las anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 y Mc1-1), las cuales
bloguean dicha liberacidén. El Citocromo C interactia con Apaf-1, dATP y pro-caspasa 9

para formar el apoptosoma, activando la caspasa 9 y luego caspasa 3.

Ambas vias convergen en la activacion de la caspasa 3, la cual cliva el inhibidor de la
desoxirribonucleasa, la cual es responsable de la apoptosis nuclear. Luego induce el
clivaje de quinasas y proteinas del citoesqueleto y de reparacidon del ADN. También
afecta el ciclo celular y vias de sefializacidn, las cuales contribuyen a los cambios
morfoldgicos tipicos durante el proceso de apoptosis. En ambas vias, los eventos tardios
de la apoptosis ocurren luego de la activacion de las caspasas y se bloquea el acceso de

las enzimas que reparan el ADN, provocando apoptosis [22].

La apoptosis es un proceso altamente regulado ya que su induccién inapropiada tiene
implicancias patoldgicas y ha sido asociada a ciertas patologias, como enfermedades
neurodegenerativas, rechazo de trasplantes, y cancer, entre otras. En cuanto al cancer,
la evasidn de la muerte celular, mediante la reduccién del proceso de apoptosis o su
resistencia, juega un rol clave en la carcinogénesis. Generalmente, los mecanismos
mediante los cuales se produce la evasién de la apoptosis son: 1) la alteracién del
balance entre proteinas pro y anti-apoptéticas, 2) reduccion en la funcidon de las
caspasas, 3) disrupcién de la sefializacion a través del receptor de muerte, en
consecuencia no inicia la cascada de sefnalizacion y 4) disminucién en la expresién de

receptores, relacionado con los mecanismos de resistencia adquirida a drogas [22].
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1.6 METALOFARMACOS

Los complejos estan formados por un metal, el cual es el centro y forma enlaces
covalentes de coordinacién con los electrones libres de atomos como nitrégeno,
oxigeno, fosforo, azufre, entre otros. La formacién de este tipo de compuestos modifica
las propiedades fisicas y quimicas de cada una de sus partes, e impacta en factores como

la estabilidad, la solubilidad y las propiedades bioldgicas de las partes que lo componen.

Como consecuencia del gran avance de la quimica bioinorgdnica, los complejos tienen
interesantes aplicaciones en varios campos, como en la catdlisis y la ciencia de los
materiales, en procesos de descontaminacion del medio ambiente, y también una gran
aplicacion en la medicina y la farmacologia. Los metalofarmacos tienen variadas
aplicaciones en el tratamiento de ciertas enfermedades, como antiartritico (compuestos
de oro), tratamiento para ulceras (compuestos de bismuto), inflamacion, enfermedades
neurodegenerativas, metales con actividad insulinomimética (compuestos de vanadio),
vasodilatadores (compuestos con hierro con nitroprusiato de sodio) y como agentes

antimicrobianos y antitumorales [23][24].

El descubrimiento de la actividad anti proliferativa del cisplatino (CisPt), 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 metdlicos con propiedades

medicinales se ha expandido a un amplio rango en terapias y diagndstico [25][23].

El CisPt demostrd eficacia clinica para el tratamiento de diferentes tipos de céncer
incluyendo sarcomas, cancer de tejidos blandos, 6éseos, musculares, vasos sanguineos,
cancer de ovario, testiculos, cérvix, mama, cabeza, vejiga,, cuello, eséfago, cancer de
pulmén de células no pequeinas, mesotelioma, cancer cerebral y neuroblastoma. La
eficacia de su accidén es atribuida a su hidrdlisis una vez en el interior celular y su
subsecuente unidén a las bases nitrogenadas del ADN, que actian como ligandos
nucleofilicos. La formacidn de aductos, producto de la interaccidén con las guaninas y
adeninas, bloguean la replicacién y la transcripcién del ADN, desencadenando una

cascada de sefializacidn de apoptosis que lleva, finalmente, a la muerte celular [25][23].
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A pesar de su éxito, el CisPt tiene varias desventajas que implican graves efectos tdxicos
como: nefrotoxicidad, neurotoxicidad y emetogenicidad. Estos efectos téxicos, asi como
la escasa solubilidad en solucién fisioldgica limitan la dosis que puede ser administrada
a los pacientes. Asimismo, su aplicabilidad esta restringida a un rango estrecho de
tumores, algunos de los cuales poseen resistencia natural al CisPt, mientras que otros

desarrollan la resistencia luego del tratamiento inicial.

Para superar las limitaciones del uso del CisPt se disefiaron y sintetizaron nuevos
complejos de Pt, orientandose a disminuir los efectos tdxicos colaterales, aumentar la
solubilidad en agua, de forma de permitir otras vias de administracion como la
administracion oral, y obtener una mayor actividad y un amplio espectro de accién. Esto
ha dado origen a la “segunda generaciéon” de complejos antitumorales basados en
platino. En la figura 3 se muestran algunos de los complejos de platino que se han

abierto paso como agentes quimioterapéuticos.
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Figura 3. Estructura de diversos complejos de Pt con actividad antitumoral

29



Introduccion

De todos ellos, solo el carboplatino y oxaliplatino han alcanzado aprobacién a nivel
mundial y estan siendo utilizados rutinariamente en la préctica clinica. El carboplatino
es menos toxico que el CisPt, pero lamentablemente sélo muestra actividad frente a los
mismos tumores que éste ya que forma los mismos aductos de ADN y también debe ser
administrado en forma intravenosa. Ciertos avances en el area de resistencia se han
obtenido con la utilizacién de oxaliplatino, el cual es eficaz contra el cancer de colon
metastdsico resistente al CisPt debido a que forma diferentes aductos con el ADN,

evitando la unién de proteinas reparadoras al mismo.

La busqueda de nuevos complejos efectivos contra el cancer con diferente rango de
actividades comparadas con el CisPt, y sin efectos secundarios, ha llevado a la sintesis

de nuevas estructuras, los cuales contienen iones metadlicos diferentes al platino.

1.7 COBRE

El cobre es uno de los metales mas abundantes en todas las formas de vida superiores.
En los organismos vivos, se encuentra presente en dos estados de oxidacion estables,
Cu(l) y Cu(ll), con un par redox adaptable al rango de potencial redox biolégico. Por lo
tanto, el uso mdas comun del cobre es en transferencia electrénica, y se encuentra
asociado a enzimas oxidativas y la captura energética. Ademas, el cobre juega un papel
en otras funciones no enzimaticas como formacién de tejido conectivo, metabolismo
del hierro, angiogénesis, respuesta a la hipoxia, sefalizacion intracelular,

mantenimiento del balance redox a nivel intracelular y neuromodulacién, entre otros.

Debido a la importancia del cobre y su potencial toxicidad, el transporte vy
almacenamiento de este metal estd altamente regulado. La captacién del cobre a nivel
intracelular es predominantemente mediada por el receptor transportador de cobre 1
(Ctr1). Se ha reportado que este receptor solo transporta el cobre en estado de
oxidacion 1, el cual es provisto por una cuproreductasa y/o por un proceso de reduccion
guimico mediado por compuestos como el ascorbato. A nivel intracelular, el cobre(l) es
secuestrado por el glutation reducido (GSH) o almacenado en metalotioneinas. Mientras

que el transporte del cobre nivel intracelular en los lugares requeridos es ejecutado por
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chaperonas, como CCS hacia la SOD1, por COX17 hacia la citocromo C oxidasa o por
Atox1 hacia ATP7A para ingresar al complejo de Golgi. De igual manera la excrecién de
cobre se hace a través de la ATP7A, en vesiculas formadas en el complejo de Golgi o
cuando estd incluido en proteinas sintetizadas por la célula. En la Figura 4 se representa

de forma esquemadtica el movimiento intracelular del cobre.

Figura 4. Representacion esquematica del sistema de homeostasis y trafico intracelular del cobre.

Debido a su relevancia biologica, numerosos complejos de cobre han sido extensamente
sintetizados e investigados con diferentes propiedades farmacolégicas dentro de las
cuales se destacan: antiinflamatorios, anticonvulsivos, analgésica, antimicrobiana,
anticancerigenas, esta Ultima debido a su elevada actividad antitumoral y ventajas en

relacién a otros metalofdrmacos [26].

Los complejos de cobre han demostrado tener gran eficacia terapéutica en el
tratamiento de diferentes tipos de cancer en estudios preclinicos [27]. Los mecanismos
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especificos de accién y los objetivos moleculares de los complejos de cobre

anticancerigenos no se han caracterizado por completo. Sin embargo, se han propuesto

varios mecanismos de accion resumidos en la Figura 5.

ROS

/ Dafio oxidativo del ADN

i Intercalamiento
Complejos enel ADN

de Cu (ll)

Inhibicion de
Topoisomerasa
I .
—_— .y
>< Y

Inhibiciéon de
Proteasoma

—

Apoptosis

Figura 5. Representacion esquematica de los blancos moleculares implicados en la actividad

antitumoral de los complejos de cobre.

Se ha demostrado que el cobre tiene la capacidad de unirse al ADN con gran afinidad.

Los complejos de cobre pueden interactuar con esta biomolécula de forma no covalente.

Estas interacciones con el ADN incluyen unidn intercalativa, electrostatica y a los surcos

de la hebra de ADN. Esta interaccion entre el ADN y los complejos de cobre puede

provocar la deformacidén de la estructura del ADN, lo que puede llevar a la ruptura de

esta macromolécula.
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Ademas, el cobre produce especies reactivas de oxigeno, como el radical hidroxilo o
diferentes intermediarios basados en metales. Estas especies son fuertes oxidantes que
provocan la oxidacién directa y la ruptura de las hebras del ADN. Como resultado del
dafio en el ADN, los complejos de cobre pueden desencadenar la activacion de las vias

apoptéticas.

Otro mecanismo de accién de los complejos de cobre es actuar como inhibidores de las
topoisomerasas. Las topoisomerasas son enzimas nucleares que participan en procesos
celulares esenciales como la replicacidn, la transcripcién y la mitosis. Debido a esto,

estas enzimas son un blanco importante en el tratamiento contra el cancer.

Otro de los blancos de los complejos de cobre es el proteasoma. El proteasoma 26S es
un gran complejo de proteasas multicataliticas, responsable de la degradacién de
proteinas dafadas o mal plegadas del citosol y el reticulo endopldasmico. Ademas, el
proteasoma es vital para la destruccién rapida de proteinas importantes, como los
reguladores del ciclo celular y los factores de transcripcion, por lo que la via ubiquitina-
proteasoma juega un rol importante en multiples procesos celulares, como la progresién

del ciclo celular y la apoptosis.

Se han reportado una gran variedad de complejos de cobre con actividad antitumoral
promisoria [27]. Dentro de éstos, las Casiopeinas han sido los Unicos en llegar a fase
clinica. Son una familia de complejos de cobre (ll) con férmula general [Cu(NN)(N-
O)H20]NO3 o [Cu(N-N)(O-O)H20]NOs3, donde los ligandos N-N son heterociclos
nitrogenados del tipo 1,10-fenatrolina o 2,2" bipiridina, y los ligandos donantes O-O
puede ser acetetilacetonato o salicilaldehido [28]. Algunos compuestos de esta familia
tienen elevada actividad antiproliferativa, incluso mejor que el CisPt sobre células
tumorales de leucemia, ovario y Utero, entre otras. Los ensayos in vivo, mostraron
resultados prometedores, revelando actividades similares a drogas de referencia, y con
toxicidad aceptable. Uno de estos compuestos, conocido como Casiopeina lll-ia, ha

completado los ensayos preclinicos y esta en fase clinica I.

1.8 HIDRAZONAS
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En los ultimos afios, las hidrazonas han surgido como una familia versatil de compuestos
de creciente interés debido a sus multiples aplicaciones. Estos compuestos contienen
en su estructura el esqueleto (C=N-N), y se originan por interaccién de compuestos
carbonilicos con hidracina (H2N-NH;) o sus derivados. En particular, las N-acilhidrazonas
se obtienen mediante una reaccidn de condensacidon de hidracidas (H.N-NH-COR’) con
aldehidos o cetonas en solventes organicos, tales como, etanol, metanol, tetrahidrofurano,
butanol, acido acético glacial o mezclas de ellos. El compuesto resultante contiene un grupo

acilo unido al nitrégeno aminico (Figura 6)[29].

@]
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R N/\
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H

Figura 6. Estructura de N-acilhidrazonas.

Por su diversidad estructural y flexibilidad, las N-acilhidrazonas pueden interactuar con
diversos iones metadlicos a través de distintos modos de coordinacién. Asimismo, la
probabilidad de tautomeria e isomeria en estos ligandos incrementa notablemente el
numero de posibles complejos, debido a que pueden coordinar al ion metalico en la
forma neutra amida o forma desprotonada iminol y, a su vez, como isémeros E o Z,

adoptando diversos modos de coordinacion [29].

Recientemente, las N-acilhidrazonas y sus complejos han ganado gran importancia
debido a sus diversas propiedades bioldgicas, que incluyen actividades antibacterianas,
antifungicas, anticonvulsivas, antiinflamatorias, antituberculosas y antitumorales

[30][31].
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2 HIPOTESIS

La hipotesis planteada en el presente trabajo de Tesis Doctoral sostiene que la
complejacién de metales de transicion con compuestos de interés bioldgico, modificara
incrementando la actividad propia de los metales o de los ligandos, permitiendo obtener
compuestos con mejores propiedades farmacoldgicas, efectos antitumorales mas
potentes y/o menos téxicos que los metales y ligandos sin complejar. Ejercen mayor
Ademas, los complejos presentaran un mayor efecto antitumoral que el Cisplatino,

metalofarmaco utilizado en la clinica.

3 OBIJETIVOS

3.1 OBIETIVOS GENERALES

Estudiar la actividad antitumoral de compuestos de cobre(ll) con ligandos de interés
bioldgico y/o farmacoldgico, en sistemas in vitro 2D (células en cultivo), 3D (esferoides
tumorales) e in vivo (animales de laboratorio), incluyendo estudios de cito vy
genotoxicidad y de los posibles mecanismos de accion, a fin de hallar nuevos
compuestos con potencial aplicacion terapéutica para enfermedades como el cancer. El
propdsito es contribuir al disefio racional de nuevos compuestos promisorios para
posteriores investigaciones clinicas que determinen su aplicacién como nuevas drogas

adyuvantes para el tratamiento de tumores dseos y de mama.

3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

1- Realizar un screening de la actividad antitumoral de compuestos de cobre(ll)
complejados con hidrazonas en las lineas de cancer de mama (MDA-MB-231,

MCF-7), y de cancer de hueso (MG-63), en cultivos en monocapa y 3D.

2- Investigar los posibles mecanismos de accién de los compuestos en las lineas

celulares de cancer de mama y hueso (apoptosis, estrés oxidativo, etc.).
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3- Investigar los efectos de los complejos sobre la genotoxicidad y capacidad de
interactuar con el ADN.

4- Investigar las propiedades antitumorales en modelos in vivo (ratéon N:NIH(S)-nu
xenotransplantado con células tumorales de OSA (MG-63)) para determinar la

capacidad antitumoral de los metalocompuestos con mayor actividad.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS DE Cu(ll)

Los complejos de Cu(ll)-hidrazonas asi como las hidrazonas utilizadas en esta tesis
fueron sintetizadas y caracterizadas por el grupo de investigacién de la Dra. Gonzalez
Baré y la Dra. Beatriz Parajon-Costa del CEQUINOR con la cual mantenemos una
colaboracién activa. La sintesis de los complejos fue llevada a cabo siguiendo lo

reportado en [32], [33], [34], [35] y [36].

La caracterizacion de los mismos incluyd: andlisis Elemental, espectroscopia UV-vis y de
reflectancia difusa, difraccidon de rayos X, espectroscopia vibracional FT- IR y Raman,
Susceptibilidad magnética a diferentes temperaturas, Resonancia Paramagnética
Electrénica (EPR), Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Estudios termogravimétricos

(TGA) y Andlisis térmico diferencial (DTA).

4.2 LiNEAS CELULARES EMPLEADAS

4.2.1 MDA-MB-231
La linea celular MDA-MB-231 fue aislada en 1978 por Cailleau et al. de un derrame

pleural de una paciente con un adenocarcinoma invasivo de glandula mamaria [37]. Esta
linea celular no expresa el receptor de estrégeno, el receptor de progesterona ni E-
cadherina y expresa una forma mutada de p53. MDA-MB-231 es utilizada usualmente

como modelo de cancer de mama triple negativo.

4.2.2 MCF7
La linea MCF7 fue establecida en 1970 de un derrame pleural de una paciente de 69

afos con carcinoma mamario metastasico por el Dr. Soule y colaboradores [38]. Esta
linea celular expresa el receptor de estréogeno y el receptor de progesterona,
perteneciendo al subtipo molecular luminal A. Es una linea celular muy poco agresiva y

no invasiva, normalmente considerada con bajo potencial metastdsico.

4.23 MG-63
La linea MG-63 fue aislada de un paciente vardn caucasico de 14 afios con OSA en 1977

por Billiau y colaboradores [39]. Esta linea es ampliamente utilizada en investigacién
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biomédica, como estudios de biocompatibilidad de implantes dseos y dentales, y es una

de las lineas celulares mas utilizadas en el estudio del cancer éseo [40].

4.2.4 A549
La linea A549 fue aislada por primera vez en 1972 por D.J. Giard y colaboradores [41], a

partir del cultivo de tejido pulmonar canceroso de un hombre caucdsico de 58 anos. Las
células producidas son células epiteliales basales alveolares con un numero de
cromosomas modal de 66. Este tipo de célula en un pulmdén normal es de tipo escamosa
y realiza las funciones de difusidn de agua, electrolitos y otras sustancias a través de la
superficie de los alvéolos. Las células A549 se han caracterizado a lo largo de los afios y
son una herramienta valiosa en modelos in vitro e in vivo de cancer pulmonar de células

no pequeiias [42].

4.2.,5 HT-29
La linea HT-29 fue aislada de un adenocarcinoma de colon de una paciente caucasica de

44 anos, 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 digestién
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 invasion de los microorganismos.

4.2.6 L1929
La linea L929, linea de fibroblastos murinos, es un subclon de la cepa parental L, la cual

fue establecida por Earle y colaboradores en 1940 [43]. La cepa L fue obtenida de un
tejido normal de un ratén C3H/An, macho de 100 dias, y el clon 929 fue una de las
primeras cepas en ser obtenidas a partir de clonacidon. La American Type Culture
Collection (ATCC) recomienda el uso de esta linea en ensayos de biocompatibilidad y

citotoxicidad.

4.2.7 MCF10A
La linea MCF10A fue establecida por Soule y colaboradores en 1990 [44] a partir de un

paciente con una enfermedad fibrocistica benigna. Es una linea celular mamaria no
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maligna, que es ampliamente utilizada como modelo in vitro para el estudio del

funcionamiento normal de las células mamarias y su transformacién.

4.3 CONDICIONES DE CULTIVO

Las lineas MCF7, MG-63, A549 fueron cultivadas en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) adicionado con 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de

estreptomicina y 10 % v/v de suero fetal bovino (SFB).

La linea MDA-MB-231 fue cultivada en medio de cultivo DMEM F12 adicionado con 100

Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicinay 10 % v/v de SFB.

La linea MCF10A fue cultivada en medio de cultivo DMEM F12 adicionado con 0,3 g/L de
glutamina, 20 ng/ml de factor de crecimiento epitelial (EGF), 10 ug/ml de insulina, 0,5

ug/ml de hidrocortisona, 0,04 g/L de gentamicinay 10 % v/v de SFB.

Los cultivos se mantuvieron en botellas plasticas de 25 cm2 y 75 cm2 en una estufa a
37°C con atmosfera humidificada y con 5% de CO2. Las células fueron subcultivadas

empleando TrypLE™.

4.4 EVALUACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE ENSAYO DE MTT

El MTT es un ensayo colorimétrico indicador de la actividad metabdlica celular, el cual
se basa en la reduccidén de una sal de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio, MTT), inicialmente de color amarillo, a un producto de color
violeta, insoluble en medio acuoso. Dicha reduccion es llevada a cabo por enzimas del
tipo oxidoreductasas dependientes de NAD(P)H y de deshidrogenasas. Como las células
viables serdn aquellas que se encuentren metabdlicamente activas, se puede establecer

una relacién entre la absorbancia a 570 nm y la cantidad de células vivas [45].

Experimentalmente las células fueron sembradas (25000 células/pocillo) en placas de
96 pocillos y se incubaron bajo condiciones estdndar de cultivo overnight.

Posteriormente, a cada pocillo se le adicionaron diluciones con DMEM o DMEM F12,
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dependiendo de la linea celular, de los diferentes complejos previamente disueltos en
DMSO (solucion stock). Las placas fueron incubadas segun el periodo deseado. Al
finalizar el tiempo de exposicion, el medio de cultivo se descartd y cada pocillo se lavo
con 200 pL de PBS y finalmente se agregaron 100 plL de una solucién 0.5 mg/mL de MTT
en DMEM. La placa se incubd a 37°C en oscuridad durante 3 horas, se descarté el
sobrenadante, se lavd la monocapa y se agregaron 100 pL de DMSO para disolver los
cristales violetas de formazan. Finalmente, la absorbancia de cada pocillo se registré a

570 nm empleando un lector de placas Multiskan FC Thermo.

Los cdlculos de viabilidad se realizaron empleando la siguiente ecuacién, donde las
células control se refieren a las tratadas unicamente con 0.5% de DMSO como control

de solvente.

Absorbancia células tratadas

% Viabilidad celular = x 100
%o Viabilidad celular = ncia células control

4.5 EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR A TRAVES DEL ENSAYO CLONOGENICO

Se utilizé el ensayo clonogénico o de formacion de colonias para determinar el efecto
del tratamiento con los diferentes compuestos. Dicho experimento permite evaluar la
habilidad de una Unica célula de formar a lo largo del tiempo colonias que contengan
como minimo 50 células. Este ensayo es el método de eleccidon para determinar la
muerte reproductiva de una célula después de un tratamiento con radiacién ionizante o
con otros compuestos citotdxicos. Solo una fraccion de la poblacién sembrada es capaz

de retener la capacidad de reproducirse y formar colonias [46].

Experimentalmente, 1000 células (1,5 mL) por pocillo fueron sembradas en placas de 6
pocillos con DMEM + 10% de SFB. Al dia siguiente el medio de cultivo fue reemplazado
con diferentes concentraciones de complejos e incubadas durante 24h. Una vez que las
células fueron expuestas al estimulo citotéxico, el medio fue reemplazado por 2 mL de
DMEM + 10% de SFB y se incubaron bajo condiciones normales de cultivo durante dos
semanas. Posteriormente, el medio de cultivo fue descartado, las células fueron lavadas

dos veces con PBS y fijadas con 2 mL de una mezcla de 6% de glutaraldehido y 0.5% de
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cristal violeta durante treinta minutos. Luego, el colorante fue eliminado y los pocillos
lavados con agua corriente hasta que las colonias formadas fueron claramente visibles.
Las placas se dejaron secar al aire y luego cada colonia fue contada, teniendo como
criterio que cada una de las colonias deberia estar formada por al menos 50 células. Los

calculos de la fraccidn sobreviviente se realizaron empleando las siguientes ecuaciones.

N° de colonias formadas x 100

Eficiencia de plaqueo (EF) = N° de células sembradas

N° de colonias formadas

Fraccién sobreviviente = -
EF (control) x N°de células sembradas

4.6 INTERACCION CON EL ADN

El ADN es uno de los principales blancos de muchas moléculas farmacolégicamente
activas, en especial agentes antitumorales. La unién de moléculas al ADN puede alterar
y/o inhibir sus funciones, alterando la expresidon de genes, la sintesis de proteinas o
interfiriendo con la replicacidén, un paso clave en el crecimiento y divisidn celular [47].
Para estudiar la interaccion de los complejos con ADN y sus posibles modos de
interaccién se utilizé una solucidon de CT-ADN 2mg/ml en NaCl 0.9%. Para medir su

concentracion en M(nucledtidos) se midié su absorbancia a 260 nm.

4.6.1 Estudios UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis se utiliza para monitorear los cambios que ocurren en el

espectro del complejo o en el espectro del ADN al interaccionar entre ellos.

Para estudiar la naturaleza de la interaccidn se realizé un ensayo en el que midieron los
espectros de absorcion del CT-ADN al agregar concentraciones crecientes de los
complejos. Luego de una incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente se midieron

los espectros de absorcion y se monitorearon los cambios en la absorbancia a 260 nm.
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Para determinar la constante de unién del complejo al ADN, Kb, se realizé un ensayo en
el que midieron los espectros de absorcion de los complejos al agregar concentraciones
crecientes de CT-ADN. Luego de una incubacidn de 30 minutos a temperatura ambiente
se midieron los espectros de absorcién y se monitorearon los cambios en la absorbancia
en las bandas caracteristicas para cada complejo. El valor de Kb para cada complejo se

determind utilizando la ecuacion de Wolfe-Shimer:

[ADN] _ [ADN] 1
(ca—g) (ev—¢r) Kb(ep—ef)

€a: Coeficiente de absorcion del complejo con ADN, calculado como Aopsa/[complejo]

&s: Coeficiente de absorcion del complejo libre
€p: Coeficiente de absorcion del complejo totalmente unido al ADN

El valor de la constante se obtuvo de la relacion entre la pendiente y la ordena al origen

del grafico (E:L_g) vs [ADN]

4.6.2 Estudios de fluorescencia

Moléculas fluorogénicas con alta afinidad y unidn selectiva al ADN pueden ser utilizadas
para estudiar de manera indirecta la afinidad y el modo de interaccidn de metalodrogas.
Ejemplo de este tipo de moléculas son el bromuro de etidio y DAPI, las cuales
interaccionan con el ADN mediante intercalacién y unién al surco menor
respectivamente. Ambas moléculas incrementan su fluorescencia al interaccionar con
el ADN. La presencia de otra molécula con afinidad por el ADN puede llevar a un

desplazamiento del fluoréforo y una consecuente disminucién de la fluorescencia [48].

Para este ensayo de fluorescencia de unién competitiva se utilizaron soluciones de BrEt
(1uM) y DAPI (1uM) unidos a CT-ADN (10 uM), las cuales fueron incubadas por 1h a 37°C.
A estas soluciones de BrET-ADN y DAPI-ADN se les agregd concentraciones crecientes
de los complejos y se las incubd 30 minutos. Se midieron los espectros de emision de
fluorescencia para el BrEt y DAPI y se monitorearon los cambios en presencia de los

complejos.
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4.7 ENSAYO DE GENOTOXICIDAD. ELECTROFORESIS EN GEL DE UNA UNICA CELULA

El ensayo de electroforesis de una unica célula (Ensayo Cometa) es utilizado para

detectar quiebres simples y dobles del ADN vy sitios labiles al alcali.

Las células se subcultivaron en placas de 12 pocillos (20000 células/pocillo) y fueron
tratadas con el compuesto de interés, usando concentraciones inferiores al 1Cso e
incubadas 24h. Luego las células se resuspendieron en 75uL de 0.5 % de agarosa de bajo
punto de fusién y rdpidamente se colocaron sobre portaobjetos tratados previamente
con 1% de agarosa de punto de fusidn normal. Las muestras se colocaron a 4 °C por 5-
10 minutos y luego se sumergieron en solucidn de lisis a 4°C (2.5 M NaCl, 10 mM Tris-
HCI buffer, 100 mM NazEDTA, 1% Triton X-100, 10% DMSO a un pH de 10) al menos por
1 h para lisar las células, desnaturalizar las proteinas y desenrollar las hebras de ADN.
Los portaobjetos se lavaron tres veces con buffer HEPES (0.1 M KCI, 0.5 mM NazEDTA,
40 mM HEPES-KOH y 0.2 mg/mL de albdmina sérica bovina con pH 8.0). Posteriormente
las muestras se colocaron en buffer de electroforesis (ImM NazEDTA, 300mM NaOH, pH
12.7) por 20 minutos y se realizé la corrida electroforética a 25V (= 0.8V/cm) por 30
minutos a 4 °C, en la oscuridad. Luego, los preparados se neutralizaron con buffer TRIS-
HClI, se tifieron con SYBR Green 1X y se analizaron en microscopio de fluorescencia (A
excitacion = 498 nm y de A emisidon = 522 nm). Las células con mayor dafio del ADN
mostraron mayor migracion del material genético que se pudo visualizar como la “cola”
de un cometa. Se midieron las longitudes de las colas de al menos 100 células, asi como
la intensidad de fluorescencia. Se calculd el Tail Moment como la longitud de la cola por
la cantidad de ADN en la cola (intensidad de fluorescencia) utilizando el Comet Score™

Freeware v1.5.

4.8 ESTRES OXIDATIVO: DETERMINACION DE LA FORMACION DE ESPECIES REACTIVAS DE
oxiGeno (ERO).

Las ERO son especies con capacidad para alterar diversas estructuras celulares,
particularmente el sistema intracelular de membranas y de esta forma desencadenar

eventos citotdxicos o activar otras vias (cascadas enzimaticas) intracelulares que se
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traducen en diversos efectos bioldgicos deletéreos para las células. La formacién de ERO
en los cultivos incubados con los compuestos de interés fue contrastada contra la
produccién basal (incubaciones sin agregado de compuestos). Para esto se utilizaron la
oxidacion de dihidrorodamina 123 (DHR) a rodamina (RH). La prueba se basa en que las
especies altamente oxidantes, OH- y ONOO- / ONOOH, son capaces de oxidar la DHR a
RH; esta ultima especie por ser fluorescente puede ser detectada midiendo la

fluorescencia emitida a 536 nm cuando se excita a 500 nm [49].

Experimentalmente, se sembraron placas de 24 pocillos (1,5x10° células/pocillo) en
DMEM con 10% de SFB overnight. A continuacion, se las incubé en DMEM a 372 C con
concentraciones crecientes de los complejos durante 24hs. Luego, cada pocillo se lavé
dos veces con solucién salina buffer de Hank (HBSS) y se incubé 30 min con DHR (1
ug/mL) en HBSS con el fin de permitir el ingreso de la sonda fluorescente al citoplasma
y su posterior oxidacion. Finalmente, las células fueron lisadas con 1 mL de 0,1 % Tritdn
- X100 y se midid la intensidad de fluorescencia del extracto celular en un
espectrofluorémetro RF 6000 Shimadzu. A una alicuota de cada extracto celular se le
determind el contenido total de proteinas por pocillo por el método del acido

bicinconinico (BCA) [50]. Los resultados se expresaron:

( wmol RH )
umol RH mg Proteina

mg Proteina (% Basal) - ( pwmol RH )
mg Proteina

x 100

Donde: x = condicion experimental y ¢ = condicién control (sin el agregado del complejo).

4.9 ENSAYO DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD PROTEASOMAL

El sistema ubiquitina-proteasoma es el principal mecanismo de degradaciéon de
proteinas. La inhibicidon de la actividad tipo quimotripsina de la subunidad 26S del
proteasoma esta asociada a la inducciéon de muerte celular programada en células
tumorales, ya que los inhibidores del proteasoma producen la acumulacion de proteinas

no deseadas dentro de la célula [51].
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Para estudiar el efecto inhibitorio de los complejos las células fueron cultivadas en
placas de 6 pocillos (3x10° células/pocillo) durante 24 hs. Luego se agregaron diferentes
concentraciones de los compuestos y se incubaron por 24 hs. Finalizado el tiempo de
incubacidn, las células fueron levantadas con Tryple™ (200 uL) durante 5 minutos a 37°C
y lavadas con PBS frio. Luego fueron resuspendidas en buffer de lisis (150 mM NaCl, 50
mM Tris pH 8 y 1% NP-40) y se centrifugaron 15 minutos a 13000 rpm y 4°C. El
sobrenadante se incubd por 2 hs a 37 °C junto con el sustrato suc-LLVY-AMC y el buffer
provisto por el kit comercial APT280 milipore™. La fluorescencia a 460 nm fue medida

utilizando un espectrofluorémetro RF 6000 Shimadzu.

4.10 DETERMINACION DE MUERTE CELULAR PROGRAMADA (APOPTOSIS)

La apoptosis se caracteriza por exhibir una variedad de cambios morfoldgicos entre los
que se puede contar: la pérdida de la simetria de membrana y adherencia, condensacién
del citoplasma y el nucleo y rompimiento del ADN nuclear. Evaluando dichos cambios
en el tiempo se puede determinar de una manera relativamente facil el nivel de avance

en este proceso.

La fase temprana de la apoptosis celular se caracteriza por la traslocacion de la fosfatidil
serina (PS) desde la cara interna de la membrana celular hacia la externa y puede ser
facilmente detectada por medio de la tinciédn con anexina V, una proteina que
naturalmente tiene alta afinidad por la PS y se encuentra conjugada con el fluorocromo

FITC (Isotiocianato de fluoresceina).

Procesos apoptéticos mas tardios, como la pérdida de integridad de la membrana
plasmadtica, son evaluados a través de colorantes vitales como el loduro de propidio (IP).
Este colorante es excluido de células cuya membrana celular estd intacta, pero en etapas
finales de la apoptosis el IP puede ingresar al interior de la célula y adherirse al ADN y

emitir fluorescencia.

En este ensayo 1,5x10° células por pocillo fueron cultivadas en placas de 12 pocillos
(1000 pL) overnight bajo condiciones estandar de cultivo. Las células fueron tratadas con

diferentes concentraciones de complejos por 24 horas. Una vez terminado el
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tratamiento, el medio sobrenadante fue transferido a tubos de centrifugade 1.5 mLy la
monocapa celular fue levantada con Tryple™ (200 pL) durante 5 minutos a 37°C. Se
agregaron 600 pL de DMEM con 10% SFB vy la suspensidn celular fue transferida a los

tubos previamente preparados.

Las muestras fueron centrifugadas a 1000 RPM durante 5 minutos a 4°C, el
sobrenadante fue descartado y las células fueron lavadas con 500 uL de PBS, las células
fueron resuspendidas y centrifugadas nuevamente. El PBS fue descartado y se agregaron
200 pL del buffer de unidn y la suspensién celular fue homogenizada. De manera
consiguiente, se agregaron 1 pL de anexina FITC a cada tubo y las muestras fueron
transferidas a tubos aptos para citometria e incubados protegidos de la luz durante 20
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, antes de la medicién se agregd 1 uL de IP

(1 mg/mL).

Las células fueron analizadas utilizando el citdbmetro BD FACScalibur™ para el complejo
1, y el citbmetro BD Accuri™ C6 para el complejo 2. De cada muestra se adquirieron
10000 eventos del Gate FSC vs SSCYy las intensidades de fluorescencia fueron registradas

en los canales FL1 y FL2.

4.11 PROTEOMICA

4.11.1 Preparacion de la muestra

Las células MDA-MB-231 y MG-63 fueron sembradas en una placa de 6 pocillos,
incubadas por 24 hs y tratadas con 1 uM de los complejos. Luego de 24h, las proteinas
totales fueron extraidas de las células mediante homogeneizacidn en buffer RIPA.
Luego, las proteinas fueron recogidas por centrifugacion a 12000g por 20 minutos a 4°C.

La concentracién de proteinas fue determinada utilizando el ensayo BCA.

4.11.2 Identificacion de proteinas y espectroscopia de masas
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Las muestras se enviaron al Centro de Estudios Quimicos y Bioldgicos por
espectrometria de masas (CEQUIBIEM), para el andlisis de cuantificacion libre de
etiquetas (Label Free Quantification andlisis, LFQ). En resumen, las muestras se
redujeron con DTT, fueron alquiladas con yodoacetamida, seguido de una digestion con
tripsina. Las muestras se liofilizaron por Speed VAC y se resuspendieron en acido
trifluoroacético al 0.1%. Luego, se realizé una cromatografia liquida con nanoHPLC Easy
nLC 1000 (Thermo Scientific) acoplado a un espectrémetro de masas con tecnologia de
Orbitrap (Thermo Scientific), que permite la separacion y la identificacidn adicional de

los péptidos.

El analisis de los espectros obtenidos por el espectrémetro de masas se realizé utilizando
el motor de busqueda Proteome Discoverer con la base de datos Homo Sapiens. Para la
busqueda, se establecieron los siguientes pardmetros: se uso tripsina como proteasa de
escision; se permitieron dos escisiones perdidas; la tolerancia a la masa del péptido
precursor se establecié en 10 ppm, mientras que la tolerancia a la masa del fragmento
fue de 0,05 Da; la carbamidometilacidn (c) se establecié como una modificacion fija; la
modificacion variable se establecid en oxidacion; los criterios de identificacidn minimos

requerian un minimo de 2 péptidos por proteina.

El andlisis estadistico para determinar las proteinas expresadas diferencialmente se
realizé utilizando el software Perseus v.1.6.6.0. La prueba t se utilizd para comparar los
promedios de abundancia de las proteinas entre los grupos de tratamiento y control. Se
identificaron proteinas expresadas diferencialmente cuando: p-valor <0.05 y se

encontré un aumento o disminucidn en el nivel de proteina de 2 veces o mas.

4.11.3 Analisis bioinformatico

4.11.3.1 Andlisis de enriquecimiento funcional GO

Las proteinas expresadas diferencialmente se utilizaron para realizar el analisis de
enriguecimiento de Gene Ontology (GO) con el método API de Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes (STRING) [52]. Para eso, las proteinas sobre y

subreguladas se clasificaron de acuerdo con su funcidon molecular, proceso bioldgico y
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componente celular. Para cada una de las diferentes categorias de GO, se calcularon la

tasa de descubrimiento falso y los valores p corregidos por Bonferroni.

4.11.3.2 Andlisis de interacciones proteina-proteina

La base de datos de STRING se utilizé para predecir interacciones funcionales entre las
proteinas diferencialmente expresadas y para mapear las redes de interaccién proteina-
proteina [52]. Para el analisis de proteinas multiples se utilizaron las siguientes fuentes
de interaccidn: text mining, experimentos, bases de datos, coexpresion, cercania, fusién
genética y co-ocurrencia. Se usé un umbral de confianza medio predeterminado (0,4)
para definir las interacciones proteina-proteina. Se aplicd clustering MCL (parametro de

inflacién 3) al andlisis para identificar grupos de proteinas con interacciones similares.

4.12 ENSAYOS EN cuLTIVOS 3D

4.12.1 Cultivo de tridimensional de esferoides multicelulares (MCS)

Para la formacion y crecimiento de los esferoides se combinaron dos técnicas: la técnica

de hanging drop seguida por la técnica de liquid overlay .

En la técnica de hanging drop, los esferoides se forman bajo el efecto de la gravedad
como estructuras sélidas suaves que pueden resistir pequeiios impactos fisicos durante
el manejo. Para ello, se colocaron gotas (25 pl) de suspensidon celular (60000 células/ml)
en la tapa superior de una placa de Petri estéril, que luego fue invertida sobre la tapa
inferior, quedando las gotas unidas a la tapa debido a la tensidn superficial. La gravedad
hace que las células se asienten y se concentren en el fondo de la gota, y se forme un
solo esferoide por gota. La placa se incuba por 72 hs a 37°C en atmdsfera humidificada

con 5% CO2.

Luego de la incubacién, se utilizo la técnica de liquid overlay, en la que se inhibe la unién
de las células a las placas de cultivo celular y se promueve la agregacion de células-célula
al utilizar placas con superficies poco adhesivas, como la agarosa. Para ello se utilizd una
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placa de 96 pocillos en la que se agregaron 40 pl de agarosa a cada pocillo y se dejé
solidificar. Luego se colocaron 150 pl de DMEM con 10% SFB (filtrado) y un esferoide
(gota) por pocillo. Se incubaron durante 7 dias a 37°C para permitir su crecimiento,
realizando la renovacion de medio cada 2 dias. Al final de este periodo los esferoides
alcanzaron un didmetro promedio de 400 um y se encontraron aptos para realizar

experimentos con ellos.

4.12.2 Ensayo de viabilidad celular con Resazurina

Con el fin de determinar la viabilidad de los esferoides multicelulares (MCS) se empled
el ensayo de resazurina. La resazurina es un compuesto de color azul, el cual no es téxico
para las células. Una vez dentro de las mismas es reducido a resurofina, un compuesto
de color rojo, el cual exhibe una alta fluorescencia a 590 nm cuando es excitado a
longitudes de onda entre 530 y 560 nm. Dentro de las ventajas de este método se
encuentra que la resurofina es excretada extracelularmente por lo tanto no se requiere
hacer una lisis celular. Asimismo, tanto la resazurina como la resurofina son
hidrosolubles, lo que permite que ambos compuestos sean solubles en medio de cultivo

y no sea necesario la utilizacion de solventes orgdanicos [53].

Experimentalmente se siguieron los siguientes pasos: Los esferoides (MCS) fueron
cultivados tal como se describe en la seccidn 3.12.1 y fueron expuestos a diferentes
concentraciones de los complejos o drogas durante 48 hs. Una vez finalizada la
incubacion, se agregaron 10 plL de resazurina (0,2 mg/ml) a cada pocillo. La placa fue
incubada overnight en estufa gaseada a 37°C. Pasado el tiempo de incubacion, se
determiné la intensidad de fluorescencia de cada pocillo usando espectrofluorémetro
Shimadzu RF-6000. La longitud de onda de excitacion fue de 530 nm y la de emisidn se
registrd a 590 nm. Para cada experimento se incluyeron blancos experimentales los
cuales contenian DMEM, agarosa y resazurina con el fin de determinar la autoreduccién
de la resazurina durante la incubacion, adicionalmente se incluyeron controles los cuales
se refieren a esferoides tratados unicamente con 0.5% de DMSO como control de

solvente. La viabilidad de los esferoides se calculé empleando la siguiente ecuacién.
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. iy. . Fluorescencia MCS — Fluorescencia blanco
% Viabilidad esferoides = x 100

Fluorescencia MCS Control — Fluorescencia blanco

4.12.3 Ensayo de capacidad de formacidn de esferoides

Para analizar el efecto de los compuestos sobre la capacidad de formar esferoides se
realizd un pretratamiento sobre un cultivo en monocapa de células MCF7.
Experimentalmente 2,5x105 células por pocillo fueron cultivadas en placas de 12
pocillos (1000 uL) overnight bajo condiciones estandar de cultivo. Las células fueron
tratadas con diferentes concentraciones por debajo del ic50 de los complejos por 24
horas. Una vez terminado el tratamiento, la monocapa celular fue levantada con
Tryple™ (200 pL) durante 5 minutos a 37°Cy resuspendida en 600 pL de DMEM con 10%
SFB. Se tomd una alicuota de la suspension celular para realizar un recuento de las
células vivas y se procedié a realizar la formacién de esferoides como fue explicada en
la seccidon 3.12.1. Finalizada la formacidn de los esferoides, se analizé la viabilidad de los

mismos mediante el ensayo con Resazurina.

4.12.4 Ensayo de proliferacion o spreading celular desde esferoides

Este ensayo se llevd a cabo con el fin de evaluar la remanencia de la capa proliferante
de los esferoides y la capacidad reproductiva de las células que la componen, luego de
ser tratados con los diferentes compuestos. Para esto, se siguid el protocolo
experimental descripto a continuacion: los esferoides fueron cultivados como se indica
en la seccién 3.12.1, expuestos a diferentes concentraciones de complejos e incubados
a37°Ccon0.5% de CO2 por 48 hs. Una vez que el tratamiento con el compuesto finalizo,
los esferoides se transfirieron a una nueva placa de cultivo con DMEM + 10 % SFB, y se
colocd nuevamente en la estufa a 37 °C por 48 hs. Luego de la incubacion, los esferoides
son fijados con metanol y tefidos con solucion de GIEMSA (5%) durante 10 min. Se
sacaron fotos a los esferoides con microscopio y AmScope, y se procesaron las imagenes

con el programa Image J.
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4.12.5 Evaluacion de células madre cancerigenas

Las células madre cancerigenas (CSC) son una subpoblacién de células tumorales que
poseen la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse para impulsar la iniciacién,
progresién, metastasis y recurrencia de los tumores. Una forma de identificar a las CSCs
es mediante la expresion de ciertos marcadores de superficie celular caracteristicos. Las
CSCs de cancer de mama se caracterizan por una alta expresién de CD44 y una baja

expresién de CD24 (CD44*/CD247%312) [54].

En este ensayo 1,5x10° células por pocillo fueron cultivadas en placas de 12 pocillos
(1000 pL) overnight bajo condiciones estandar de cultivo. Las células fueron tratadas
con diferentes concentraciones de complejos por 24 h. Una vez terminado el
tratamiento, la monocapa celular fue levantada con Tryple™ y la suspension celular fue
transferida a tubos de centrifuga de 1.5 mL. Las células fueron lavadas con PBS vy
resuspendidas en una solucion de PBS con 2% SFB y los anticuerpos CD44-PE (1:100) y
CD24-FITC (1:200). Los tubos se incubaron en hielo por 1 h en oscuridad y luego se
lavaron y resuspendieron en PBS. Finalmente, las muestras fueron analizadas en el
citémetro BD Accuri™ C6. Para cada muestra se adquirieron 10.000 eventos y el andlisis

de datos se realizd con el software BD Accuri™ C6 PLUS.

4.12.6 Formacion de mamoesferas

Las mamoesferas son estructuras tridimensionales compuestas por una alta proporcion
de células madres cancerigenas (CSC). La habilidad de un compuesto para inhibir la
formacién de mamoesferas a partir de una suspension de células individuales es un buen

indicador de su efecto sobre las CSC [55].

Experimentalmente, una suspension de células MCF7 (100000 células/ml) se sembraron
en una placa de 12 pocillos con superficie no tratada en medio DMEM sin suero,
suplementado con B27 y EGF (20 ng/ml). Las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de los complejos y se incubaron por 5 dias a 37°C en atmodsfera

humidificada con 5% CO,. Luego de la incubacidén, el nimero de mamoesferas formadas
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fueron contadas con un microscopio invertido. La eficiencia de formacion de

mamoesferas se calculé segun la siguiente ecuacién.

o » n® mamoesferas formadas
Eficiencia formacién mamoesferas = — x 100
n° células sembradas

4.13 ESTUDIOS IN VIVO

Los ensayos in vivo fueron realizados en colaboracién con el Centro de Oncologia

Molecular y Traslacional (COMTra) de la Universidad Nacional de Quilmes.

4.13.1 Animales

Se utilizaron ratones inmunocomprometidos nude atimicos hembra N:NIH(S), de 7-8
semanas de edad con un peso aproximado de 20 gramos, provistos por el bioterio de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Fueron
mantenidos en gabinetes de aislamiento en condiciones estériles con aire filtrado (HEPA
99.99%). Los animales fueron mantenidos en jaulas de a 5 ratones, con libre acceso al

agua y alimento.

4.13.2 Progresion tumoral de xenotrasplantes

La generacion de tumores de OSA se llevé a cabo mediante la inoculacién por via
subcutanea (s.c) de 5x106 células en 100 ul DMEM mezclados con 50 ul de Matrigel
™(Becton Dickinson) en el flanco derecho de ratones atimicos. El Matrigel™ es un
extracto purificado de matriz extracelular secretada por células de sarcoma murino
enriquecido en laminina, colageno IV, entactina, proteoglicano de heparan sulfato y
factores de crecimiento como TGF-B, FGF, EGF-, para favorecer la tasa de prendimiento

de los tumores y disminuir su periodo de latencia.

Se utilizaron 5 animales por grupo experimental los cuales fueron: Control, CuHL1, y
CisPt como metalodroga de referencia. Al cuarto dia post inoculacién de las células

tumorales, tras confirmar el prendimiento tumoral en la totalidad de los animales, se
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dio inicio al tratamiento. Los animales tratados con CuHL1 o CisPt recibieron dosis de 2
mg/kg/dia por via intraperitoneal (i.p.), administradas 3 dias a la semana durante 4

semanas. El grupo control recibié unicamente vehiculo salino también por via i.p.

A lo largo del protocolo, se monitored la progresién tumoral mediante palpacién
periddica y registro del diametro mayor y menor perpendicular del tumor utilizando un
calibre 3 veces por semana. El volumen tumoral fue calculado con la férmula: 0.52 x
didmetro menor2 x didametro mayor. También se analizaron las tasas de crecimiento
tumoral (TCT), que representan la pendiente de la regresion lineal del volumen a lo largo
del tiempo. Adicionalmente, se registro el peso de cada animal tres veces por semana

con el fin de monitorear y detectar posibles efectos téxicos de los tratamientos.

Cuando aparecieron los primeros signos de ulceracidon en algunos de los tumores y
cuando aquellos de mayor tamafio alcanzaron un volumen mayor a 300 mm?3 los
animales fueron fotografiados y el protocolo fue finalizado. Los animales fueron
sacrificados por dislocacién cervical y los tumores fueron removidos, fotografiados,

pesados y fijados en formalina 10% para posteriores estudios histopatoldgicos.

4.13.3 Estudios histopatologicos

Las piezas pertenecientes a xenotrasplantes de células MG-63 fueron procesadas vy
montadas en portaobjetos cargados. Los cortes histoldgicos de los distintos grupos

experimentales fueron tefiidos mediante la técnica de hematoxilina y eosina (H&E).

Una vez finalizado el procesamiento y tincién de los preparados histoldgicos, se
analizaron los indices mitéticos (IM) de los tumores pertenecientes a los distintos grupos
experimentales. Se contaron los cuerpos mitdticos en campos seleccionados al azar
(400X). Solamente las secciones viables de tejido fueron analizadas para el calculo del
indice mitdtico. La cuantificaciéon fue llevada a cabo de manera independiente por dos

investigadores, enmascarando los respectivos grupos experimentales.

Para el analisis de la necrosis tumoral se tomaron fotos a color con una magnificacion
de 2.5X de toda la extension de los preparados histolégicos tenidos mediante H&E

utilizando el equipo Cytation Gen5 Reader (BioTek). Las imagenes fueron adquiridas
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utilizando una cuadricula de 4x5 vy la integracién de la imagen mediante la técnica de
stitching fue realizada con la funcién “Montaje de imagenes” utilizando un solapamiento
del 10%. Las areas necroéticas tumorales se midieron utilizando el software ImagelJ 1.5j8
(NIH). La necrosis tumoral fue identificada en aquellas dreas con un aumento marcado
de eosinofilia y para ello la cuantificacién del drea necrética (AN) y del drea viable (AV)
se realizd utilizando la herramienta “Color Threshold”. Posteriormente, la tasa de
necrosis tumoral (TN) se calculé como: “TN = (AN * 100) / (AV + AN)” en 6 secciones
distintas por grupo experimental. El ajuste del porcentaje de areas necrdticas segun el
tamafio tumoral y la determinacidn de la tasa de necrosis tumoral ajustada (TNA) se
realizé con la siguiente ecuacion: “TNA = 100 - (100 - TN) x TCTR”, en donde TCTR es la
tasa de crecimiento tumoral relativa especifica de cada grupo experimental. TCTR se
obtuvo luego de transformar los valores de TCT (8,6 + 0,8 y 6,0 + 1,0 mm3/dia para el

control y CuHL1, respectivamente), tomando la TCT del grupo control como “1”.

4.13.4 Estudios toxicoldgicos

El dia final del protocolo de progresién tumoral, antes de la eutanasia, los animales
fueron anestesiados con 100 mg/kg de ketamina intraperitoneal en combinacién con 10
mg/kg de xylazina, y se recolectaron muestras de sangre anticoagulada con EDTA de
cada uno de los sujetos experimentales para posteriores andlisis hematoldgicos y
bioguimicos. Se evaluaron los niveles de hematocritos, gldbulos rojos, blancos vy
plaquetas, colesterol, proteinas totales, bilirrubina directa, creatinina y albumina, al
igual que la actividad de la aspartato aminotransferasa y la alanina aminotransferasa.
Adicionalmente, luego de la eutanasia, los rifiones, el cerebro y el higado fueron

recuperados, fijados y procesados para una evaluacién histopatoldgica.

4.14 METODOS ESTADISTICOS EMPLEADOS

El andlisis estadistico de los datos se realizé utilizando el andlisis de varianza de un factor
(ANOVA) seguido del test de Fisher para las comparaciones de diferencias y en algunos

casos el test t de Student para la comparacién de dos medias. Los resultados
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representan la media * error estandar de la media (SEM). Todos los valores con p<0,05
se consideraron estadisticamente significativo. Los calculos a nivel estadistico fueron

realizados empleando el programa Graphpad Prism 6.
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5 RESULTADOS

5.1 COMPLEJOS DE COBRE

Los complejos utilizados en este trabajo fueron sintetizados y caracterizados por la Dra.
Maria Rosa Rodriguez, la Dra. Verdnica Ferraresi y la Dra. Yacelis Burgos, pertenecientes

al grupo de trabajo de la Dra. Ana Gonzalez Bard y Beatriz Parajon Costa.

5.1.1 Compuestos utilizados

5.1.1.1 CuHL1
El ligando 2-acetiltiofeno-2-hidroxi-3-metoxibenzohidrazona monohidrato (H.L1) fue

obtenido mediante la reaccién de condensacion de 3-metoxisalicilaldehido (o-vainillin)
y 2-tiofenocarbohidracida.

El complejo CuHL1 fue sintetizado a partir de una solucién etandlica de nitrato de cobre
() y el ligando H,L1. Se obtuvo un complejo catidnico, con carga 1+, de estequiometria
1:1 (L:M). El ligando coordina con el metal como un ligando monoaniénico (HL1"), debido
a la desprotonacion del oxigeno fendlico, a través del sistema quelante ONO. La esfera
de coordinacién es completada con una molécula de agua, generando un entorno de
cuadrado plano alrededor del Cu(ll). El anién nitrato actia como contraién y se ubica en
posicién apical respecto al plano del entorno de coordinacién en la estructura cristalina.

(32]

+
H,0 CH
2\ o °
.Cu—0
O| NO; + H,0
S N
NN

Figura 7. Representacion esquematica de CuHL1



Complejos de cobre

5.1.1.2 CuHL2
El ligando 2-acetil-4-metoxifenil-2-hidroxi-3-metoxibenzohidrazona (H;L2) fue obtenido

mediante la reaccion de condensacion de o-vainillin y 4-metoxibenzohidracida. El
complejo CuHL2 fue sintetizado a partir de una solucién etandlica de nitrato de cobre
(1) y el ligando H;L2. Al igual que el complejo CuHL1, CuHL2 presenta una carga 1+y una
estequiometria 1:1 (L:M). El grupo fendlico del ligando se encuentra desprotonado, y el
anion tridentado HL2 coordina con el Cu(ll) a través del sistema quelante ONO. Dos
moléculas de agua completan el entorno de coordinacion de geometria piramidal

cuadrada distorsionada. [33]

NO,

HSC\O

Figura 8. Representacion esquematica de CuHL2

5.1.1.3 CuHL3
El ligando 2-acetil-4-hidroxifenil-2-hidroxi-3-metoxibenzohidrazona (H;L3) fue obtenido

mediante la reaccidn de condensacidon de o-vainillin y 4-hidroxi-benzohidracida. El
complejo CuHL3 fue sintetizado a partir de una solucién etandlica de nitrato de cobre
(1) y el ligando HzL3. El complejo presenta una carga 1+ y una estequiometria 1:1 (L:M).
La estructura, coordinacidon y geometria es igual a la descripta para el complejo CuHL2.

(34]

NO,

HO

Figura 9. Representacion esquematica de CuHL3
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5.1.1.4 Cul4;
El ligando 4-metoxi,2-tiofenometilenbenzohidrazona (HL4) se obtuvo por condensacion

de los precursores 2-tiofencarboxaldehido y 4-metoxibenzohidracida. El complejo fue
sintetizado a partir de una solucién de acetato de cobre (ll) y el ligando HL4. Cul4;
presenta una estequiometria 2:1 (L:M), dos ligandos anidnicos L4~ actian como ligandos
bidentados unidos a través del atomo de O del grupo fendxido y N del grupo imino,

generando un entorno de geometria cuadrada plana.

e
e na

Figura 10. Representacidn esquemdtica de Cul4>

\

5.1.1.5 Cul5;
El ligando 2-metoxi-6-{[(tiofen-2-metil)imino]metil}fenol (HL5) se obtuvo por reaccion

de condensaciéon entre los compuestos 2-tiofenometilamina y o-vainillin. El complejo
Cul5; fue sintetizado a partir de una solucién de acetato de cobre (Il) y el ligando HLS5.
El complejo resultante es neutro, con una estequiometria 2:1 (L:M). El Cu(ll) se
encuentra coordinado por dos ligandos desprotonados L5, a través de los atomos
donores O del

grupo fendxido y N del grupo imina, conformando un entorno cuadrado plano. [35]
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Figura 11. Representacién esquematica de Cul5:

También se utilizaron complejos del mismo ligando con otros centros metalicos, como

el zincy el vanadio.

5.1.1.6 2ZnlL5;
El complejo ZnL5; fue sintetizado a partir de una solucién de acetato de zinc (Il) con el

ligando HL5. En este complejo, el Zn(ll) se encuentra coordinado por dos ligandos
desprotonados (L57) que actian como ligando bidentado a través de los &tomos de O del
grupo fendxido y N del grupo imina, formando un entorno tetraédrico alrededor del

metal. [35]

Figura 12. Representacidn esquematica de ZnL5

5.1.1.7 VOL5;
El complejo VOL5; fue sintetizado a partir de una solucién de bis(acetilacetonato) de

oxovanadio con el ligando HL5. En este complejo, el vanadio se encuentra coordinado
por dos ligandos desprotonados (L57) que actuan como ligando bidentado a través de
los atomos de O del grupo fendxido y N del grupo imina, formando una geometria
piramidal de base cuadrada alrededor del metal, con atomo de O del grupo

oxidovanadio(lV) ocupando la posicidn apical. [36]
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Figura 13. Representacion esquematica de VOL5>

5.1.2 Estudio de actividad anticancerigena

En primer lugar, se realizd un screening de la actividad citotdxica de los complejos en
una serie de lineas de diferentes tipos tumorales humanos mediante el método del MTT.
Se utilizaron las lineas de cancer de mama MCF7 y MDA-MB-231, la linea de cdncer de
pulmén A549, la linea de OSA MG-63 y la linea de cancer de colon HT-29. En la tabla 1
se observan los valores de ICso obtenidos luego de 24hs de incubaciéon para los

compuestos planteados.

Tabla 1: Resultados de ICso (UM) de los complejos. Los resultados se expresan como la media = SEM (n=3).

MCF7 MDA-MB-231 A549 MG-63 HT-29

CuHL1 1,67 £ 0,09 1,65+ 0,25 3,07 £0,60 1,98 + 0,51 7,36 £0,91
CuHL2 1,70+ 0,10 1,56 £ 0,08 2,82+0,74 2,57+0,30 9,71+0,49
CuHL3 7,4+1,1 58+0,4 12+1,2 8,8+0,3 -
Cul4; >25 >25 > 25 > 25

Cul5, 13,9+3,3 23,015 >50 - -
Znl5; 43,6 £0,16 41,7+2)9 > 50 - -
VOoL5, 42,3+4,7 29,0+1,7 >50 - -

Del andlisis del ensayo de viabilidad celular, se puede ver que los complejos con ligandos

tridentados (1:1 L:M), CuHL1, CuHL2 y CuHL3, presentan una mayor actividad en todas
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las lineas tumorales comparados con los complejos con ligandos bidentados (2:1 L:M),
Cul4;, y Cul5;. En las lineas de cancer de mama CuHL1, CuHL2 y CuHL3 exhiben valores
de ICso en el rango submicromolar o micromolar bajos, mientras que los compuestos
con los ligandos HL4 y HL5 presentan valores de 2 hasta 14 veces mayores. Se puede ver

esta misma diferencia replicada en las lineas de cancer de pulmén y OSA.

De estos resultados se puede inferir que la actividad citotdxica de los complejos de cobre
esta influenciada por la geometria y/o la carga de los mismos. Los complejos mas activos
son los que presentan una carga positiva 1+ y una estequiometria 1:1, mientras que los
complejos con menor actividad antitumoral son compuestos neutros, sin carga, y con
una estequiometria 2:1 (L:M). Esta diferencia se puede observar claramente entre los
complejos CuHL2 y Cul4.. Los ligandos difieren sélo en la presencia de un O, el cual le
permite coordinar de forma tridentada al H;L2, mientras que HL4 lo hace de forma
bidentada. Esta diferencia lleva a un cambio en la estequiometria, geometria y carga de
los complejos. En consecuencia, CuHL2 presenta una actividad antitumoral 14 veces
mayor que Cul4;.

Las diferentes geometrias presentes en estos complejos pueden afectar la estabilidad
de los mismos una vez dentro de la célula. Santini y colaboradores realizaron una
extensa recopilacién de complejos de cobre con actividad antitumoral. De este analisis
encontraron que a menudo los compuestos mds activos incluyen, en la esfera de
coordinacidon del metal, grupos labiles como agua, halégenos y otros solventes o
contraiones débilmente coordinados. Ademas, los ligandos que coordinan al ion de
cobre no deben buscar una disposicion marcadamente estable del metal, ya que el
complejo debe ser lo suficientemente estable como para transportar el metal hacia la
célula tumoral sin interacciones irreversibles con entidades fisiolégicas, pero lo
suficientemente labil como para permitir que el metal interactie directamente con el
sitio de unién una vez que haya alcanzado el blanco terapéutico [56].

Por otro lado, se puede ver la importancia que posee el ion metalico en la actividad
antitumoral al comparar la serie de complejos del ligando HL5. Ninguno de los 3
complejos disminuyé la viabilidad de la linea de cancer de pulmdén A549 en el rango de
concentraciones analizado. En cambio, éstos si fueron activos en las lineas de cancer de

mama. El orden de actividad de mayor a menor fue: CulL5;> VOL5,> ZnL5;.
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Los complejos mas activos fueron CuHL1 y CuHL2. Ambos presentan una actividad
similar, exhibiendo valores de ICso en el rango submicromolar para la mayoria de las
lineas tumorales. Sin embargo, ambos compuestos tienen una mayor actividad en las
lineas de cancer de mama, seguidas por la linea de OSA, mientras que la linea de cdncer

de colon demuestra ser la mas resistente a la accion de ambos complejos.

Resulta interesante comparar la actividad de los complejos CuHL2 y CuHL3. Estos
compuestos solo difieren en la presencia de un grupo metoxifenilo o hidroxifenilo,
respectivamente. Sin embargo, los valores de ICso de CuHL3 son alrededor de 4 veces
mayores que los obtenidos para CuHL2. Esto demuestra la importancia del ligando, y
como pequeinos cambios es su estructura pueden verse reflejados en la actividad de los

complejos.

Teniendo estos resultados en cuenta, asi como la vacancia farmacolégica presente para
este tipo de tumores reflejados en los diversos problemas con los tratamientos actuales,
se decidié continuar con los estudios de la actividad anticancerigena de los complejos

CuHL1 y CuHL2 en las lineas celulares de cancer de mama y OSA.
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5.2 CANCER DE MAMA

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

5.2.1.1 Viabilidad y proliferacion celular

Para una correcta evaluacion de la selectividad de los compuestos seleccionados
anteriormente incluimos la linea no tumoral de mama MCF10. De esta manera, se
evalud la citotoxicidad de los complejos CuHL1 y CuHL2 mediante el ensayo MTT. El CisPt
fue usado como agente antitumoral de referencia. Los resultados se pueden observar

en la tabla 2 y en las graficas de barra de la figura 14.

Tabla 2: Resultados de ICso (LM) de los complejos CuHL1 y CuHL2 y del CisPt. IS (indice de selectividad).

Los resultados se expresan como la media £SEM (n=3).

Lineas
CuHL1 IS CuHL2 IS CisPt IS
celulares
MCF7 1,67 £ 0,09 1,76 1,70+ 0,10 2,62 42 +3 1,95
MDA-MB-231 1,65 +0,25 1,78 1,56 +0,08 2,86 131 +18 0,63
MCF10 2,94 +0,51 4,46 + 0,82 82 +4[57]
A B
@8 MCF7
@8 VDA MB 231
@8 VICF10

Viabilidad celular (% Control)

Viabilidad celular (% Centrol)

RIS B L

Concentracion (uM) Concentracion (uM)

Figura 14. Graficas de viabilidad celular vs concentracidn de los complejos. Método MTT. A: CuHL1, B:
CuHL2. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa con el control

(p<0.05).
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Se observa que ambos compuestos presentan una actividad antitumoral en un rango de
concentraciones submicromolares en las dos lineas tumorales, con valores de ICso
similares. Al comparar con el metalofarmaco de referencia, el CisPt, podemos ver que
los complejos de cobre son mads activos; éstos presentan valores de ICso 25 veces
menores para MCF7 y 80 veces menores para MDA-MB-231 comparados con el CisPt.
Ademas, si analizamos los valores de ICso reportados para drogas que son utilizadas
actualmente en la clinica, como la doxorrubicina [58] y el paclitaxel [59], encontramos

que estos valores son comparables con los de los complejos de cobre.

Se han reportado complejos de cobre con ligandos similares que presentan potente
actividad citotdxica en lineas celulares de cdncer de mama. Lu y colaboradores
sintetizaron cuatro complejos de Cu(ll) con derivados de la base de Schiff vainillin y
naproxeno, con una actividad antitumoral moderada contra células de cancer de mama
y células madre cancerigenas de mama (37,6 + 3,3 y 36,0 + 4,6 UM respectivamente)
[60]. Low y colaboradores reportaron la actividad anticancerigena de un complejo de
Cu(ll) con la base de Schiff derivada de S-bencilditiocarbazato y 3-acetilcumarina. Para
las lineas de cdncer de mama MDA-MB-231 y MCF7 se encontraron valores de 1Cso
cercanos a 20 uM [61]. Ademas, la sintesis de un complejo de cobre (ll) con el ligando
tridentado (E)-N'-(5-bromo-2-hidroxibencilideno) benzohidrazida fue reportado por
Gou y colaboradores. Este complejo mostrd tener una importante citotoxicidad contra
la lineas de cancer de mama sensible a la doxorrubicina MCF7 (ICs0=1,5 uM) vy la linea

resistente a la doxorrubicina MCF7/ADR (ICso=1,8 uM)[62].

Como hipétesis de trabajo se planted que la complejaciéon de un metal con un ligando
puede aumentar la actividad de los compuestos. Es por esto que se analizé la actividad
citotoxica de ligandos L1y L2 y el Cu(ll) libre. Se obtuvieron valores de ICso mayores a 50
UM para L1, y mayores a 100 uM para L2 y Cu(ll) libre. Estos resultados demuestran el
importante papel que juega la complejacion en la actividad antitumoral de estos
compuestos. Este mismo efecto fue observado para los complejos CuHL3[34] y
Cul5;,[35]; los complejos presentaron valores de ICspentre 6 y 23 uM (Tabla 1), mientras

gue los ligandos exhibieron ICso mayores a 100 puM.

Una de las propiedades necesarias para que un medicamento pueda ser utilizado en el

tratamiento del cancer es la selectividad, es decir, presentar actividad citotdxica
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diferencial entre las células normales y las tumorales. Para determinar la selectividad de
los complejos se estudid su citotoxicidad en células de fenotipo no tumoral de mama
MCF10. Los efectos fueron evaluados calculando en indice de selectividad (IS) (Tabla 2).
Ambos complejos presentan IS favorables, con una menor actividad sobre la linea no
tumoral. CuHL2 tiene una mejor selectividad, ya que presenta un ICsp en MCF10 mas de

2 veces mayor que en las lineas tumorales.

Por otro lado, se estudio el efecto de los complejos sobre 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 una caracteristica de las células cancerosas.
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Figura 15. Ensayo Clonogénico. A: MCF7, B: MDA-MB-231. Los resultados se expresan como la media

1+SEM (n=6). * Diferencia significativa con el control (p<0.05).

En la figura 15 se puede observar como la fraccidn de sobrevivientes disminuye al
aumentar la concentracion de los complejos en ambas lineas tumorales. En la linea
MCF7 se ve una mayor inhibicién del crecimiento por CuHL1 a 0,25 uM, y una actividad
similar en 0,5 uM. En cambio, en la linea MDA-MB-231 CuHL2 genera una mayor
inhibicion de la proliferacion en 0,125, 0,25 y 0,5 uM. Estos resultados tienen correlacién
con los obtenidos en los ensayos de citotoxicidad, ya que tienen una actividad citotdxica
similar en ambas lineas, pero CuHL2 presenta un ICso menor en la linea de cancer triple

negativo.
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El efecto inhibitorio sobre la proliferacién celular se observa ya a concentraciones en las
que no se detectd disminucién en la viabilidad celular. Por ejemplo, el tratamiento con
CuHL2 produjo una disminucién significativa de la viabilidad a partir de 2,5 uM en la
linea MDA-MB-231, mientras que una concentracion de 0,25 uM ya genera una
inhibicidn en la formacién de colonias. Efectos similares se observan para CuHL1. Esto
se debe a que el ensayo clonogénico permite determinar la muerte reproductiva de una
célula luego de un tratamiento con un compuesto citotdoxico, es decir, permite
establecer qué células retienen la capacidad de reproducirse y formar colonias [63]. El
estudio de citotoxicidad realizado mediante el ensayo de MTT mide, en cambio, la
viabilidad celular mediante la actividad metabdlica de las células. De esta forma, el
tratamiento con bajas concentraciones de los complejos pueden no estar afectando la

actividad metabdlica de las células pero si su capacidad de reproduccion[64].

5.2.1.2 Interaccion con el ADN

La interaccion de moléculas organicas o inorganicas con el ADN puede influenciar en
numerosos procesos bioldgicos en los cuales participa el ADN, como la transcripcién y
replicacion [47]. La unidn y consecuente dafio al ADN han sido reportados como
mecanismos de accion usuales de los complejos de Cu [65]. Es por esto que se evalud la

afinidad de los complejos CuHL1 y CuHL2 por CT-ADN, usando espectroscopia UV-vis.
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Figura 16. Espectro UV-Visible. (A): CuHL1, (B): CuHL2. La concentracidon de ADN
es variable, mientras que la concentracion de los complejos se mantiene
constante (50 uM). La flecha en las graficas muestra la disminucién de la

absorbancia con respecto a un aumento en la concentraciéon de CT-ADN.

En la figura 16 se observa cémo se modifica el espectro de absorcién de los complejos
en presencia de CT-ADN. Para ambos complejos el agregado de cantidades crecientes
de ADN produce una disminucién en la absorbancia (hipocromismo) en la banda de 330
nm para CuHL1 y la banda de 322 nm para CuHL2, las cuales se atribuyen a transiciones
de transferencia de carga ligando-metal [32][33]. La unidn del ADN genera cambios en
el espectro electrénico de los complejos metalicos, ya que la uniéon de las bases
nitrogenadas puede perturbar las transiciones ligando-metal. EIl modo de unién
intercalante usualmente genera un efecto hipocrémico y batocrémico, debido a las
fuertes interacciones de stacking entre un croméforo aromatico y los pares de bases del
ADN. Sin embargo, los complejos que interaccionan con el ADN de forma no intercalante

o electroestatica pueden generar tanto un efecto hipercrémico como hipocrémico [66].
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Figura 17. Espectro UV-Visible. (A): CuHL1, (B): CuHL2. La concentracién de los
compuestos es variable, mientras que la concentracion del CT-DNA se mantiene constante
(0,05 mg/ml). La flecha en las graficas muestra la disminuciéon de la absorbancia con

respecto a un aumento en la concentracién de los compuestos.

También se analiz6 cémo se modifica el espectro de absorcién de CT-ADN al agregar
cantidades crecientes de los complejos (Figura 17). El espectro de absorcién UV-Vis del
ADN tiene un maximo a 260 nm, consecuencia de los grupos cromdforos en las
moléculas de purinas y pirimidinas responsables de las transiciones electrénicas. Un
efecto hipocromico en esta banda generalmente se asocia a una interaccion del
complejo con el ADN mediante intercalacién entre las bases, ya que la insercién de
especies planas aromaticas entre los pares de bases promueve la estabilizacién de la
hélice de ADN. Un efecto hipercrémico, en cambio, se produce por la desestabilizacién
de la estructura helicoidal del ADN. Los compuestos que no interaccionan de forma
intercalante, sino a través del surco menor también pueden generar efecto hipocrémico

o hipercrémico [66].

En la figura 17 se puede ver que la interaccién de los complejos con el CT-ADN genera
un efecto hipocrémico en la banda de absorcidn de 260 nm, la cual se asocia usualmente
a una molécula intercalante. Se calculd la constante de union (Kp) utilizando la ecuacion
de Wolfe-Shimer. Para CuHL1 Kp=1,7x10* M, mientras que para CuHL2 K,=1,6x10* M.
Estos valores de Ky indican una fuerza interaccién moderada a fuerte entre los complejos
y el ADN. Sin embargo, se encuentran por debajo del valor que presenta una molécula

intercalante como lo es el bromuro de etidio (Kpb=1,4x10°>M1).
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Los resultados de los ensayos de UV-visible demuestran que ambos complejos son
capaces de interaccionar con el ADN. Para continuar con el analisis del modo de
interaccion de los complejos con el ADN se realizaron ensayos de fluorescencia de
desplazamiento competitivo. Se utilizaron dos moléculas que incrementan su
fluorescencia al interaccionar con el ADN. Estas son: el bromuro de etidio (BrEt), que
interacciona con el ADN mediante intercalacidn, y el 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI),

gue interacciona con el ADN mediante unién al surco menor.

El ensayo consiste en enfrentar el CT-ADN, previamente incubado con el colorante, al
complejo, y registrar cémo se modifica fluorescencia. La presencia de otra molécula con
afinidad por el ADN y modo de unién similar puede llevar a un desplazamiento del

fluoréforo y una consecuente disminucién de la fluorescencia.
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Figura 18. Espectro de emision de fluorescencia de (A) BrEt y (B) DAPI, Unidos a CT-DNA (10 uM) en
presencia de CuHL1 (0-80 uM). La flecha indica la disminucién de la intensidad de la fluorescencia al

incrementar la concentracién de CuHL1.
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Figura 19. Espectro de emision de fluorescencia de (A) BrEt y (B) DAPI, Unidos a CT-DNA (10 uM) en presencia de
CuHL2 (0-80 puM). La flecha indica la disminucién de la intensidad de la fluorescencia al incrementar la

concentracion de CuHL2.

En las figuras 18 y 19 se puede observar cdmo tanto BrEt como DAPI disminuyen su
intensidad de fluorescencia al agregar cantidades crecientes de CuHL1 o CuHL2. Esto
sugiere que los complejos tendrian un comportamiento dual, siendo capaces de

interactuar con el ADN tanto mediante intercalacién como a través del surco menor.

Para estimar cudl es el modo de interaccion predominante, se calculd el coeficiente de
afinidad relativa al ADN (R) mediante el método Korobkova [67]. A partir de los datos de

fluorescencia normalizada se calcularon los datos de la tabla 3.
Tabla 3. Calculo del porcentaje de intercalacion de CuHL1 y CuHL2.

Compuesto Cso(B) Cso (D) RBso RDso RBso/ RDso %1
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CuHL1 8,92x10° 1,58x10* 7,72x10* 3,78x10* 2,04 67%
CuHL2 5,03x10° 5,46x10™ 1,37x10° 1,09x10° 1,25 56%

Nota: Cso es la concentracidon (M) del compuesto a la cual se alcanza una disminucién del 50% de la
fluorescencia del colorante. Rso=log[Kb(colorante)]/Cso; Kb(DAPI)=0,93x10% Kb(EB)=7,75x10°. El

porcentaje de intercalacién se calculé como %l= [1 + (RBso/RDso0)-1]-1 x 100%. [67]

La relacion RBso/RDsp da una medida del modo de unién intercalante vs modo de unién
por surco menor. Para CuHL1 esa relacién es de 2,04, lo cual indica una preferencia por
la intercalacién. En cambio, para CuHL2 la relacidon es de 1,25 por lo que no habria
preferencia por ninguno de los dos modos de interaccién. De hecho, cuando analizamos
los porcentajes de intercalamiento (%l), vemos que para CuHL1 representa el 67% de los

modos de interaccion, mientras que para CuHL2 representa el 56%.

Por lo tanto, los resultados demuestran que ambos compuestos son capaces de

interaccionar con el ADN mediante intercalamiento y unién al surco menor.

5.2.1.3 Genotoxicidad

Los efectos genotdxicos de CuHL1, CuHL2 y CisPt fueron estudiados, en las dos lineas de
cancer de mama, mediante el ensayo cometa. Este método permite evaluar dafio en el
ADN en células unicas, donde el largo de la cola del cometa (Tail moment) representa el

nivel de dano en el material genético.
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Figura 20. Genotoxicidad en la linea MCF7 de (A) CuHL1, (B) CuHL2 y (C) CisPt. Los resultados se

expresan como la media +SEM (n=100). * Diferencia significativa con el control (p<0.05).
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Figura 21. Genotoxicidad en la linea MDA-MB-231 de (A) CuHL1, (B) CuHL2 y (C) CisPt. Los resultados

se expresan como la media +SEM (n=100). * Diferencia significativa con el control (p<0.05).

Se puede observar en las micrografias de las figuras 20 y 21, que en los controles las

células no tienen apariencia de cometa, pero a medida que aumenta la concentracién
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de CuHL1 y CuHL2, aumenta el dafio del ADN y el tamafio de los cometas. Estos
resultados se ven reflejados en un incremento del tail moment. En ambas lineas
celulares se observa un aumento significativo del tail moment al tratar las células con
0,5y 1 uM de los dos complejos. En el caso de CuHL1 también hay dafio significativo a

0,25 uM, vy los valores de tail moment son mayores a los obtenidos para CuHL2.

Cabe destacar que el CisPt, una droga cuyo mecanismo de accion implica la unién y dafio
en el ADN, no produjo genotoxicidad en las concentraciones estudiadas. Esto puede
deberse a que las concentraciones estudiadas son mucho menores a los valores de ICso
obtenidos para esta droga en las lineas de cancer de mama. Cabe aclarar que las mismas
fueron elegidas de manera comparativa a las concentraciones utilizadas para los

complejos de cobre.

Todos estos resultados indican que ambos complejos son genotéxicos en las dos lineas
tumorales de cancer de mama 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. Ademas,
CuHL1 genera un mayor dafio en el ADN en comparacién a CuHL2, especialmente en la
linea TNBC. Esto concuerda con los resultados anteriores de interaccién con el ADN, ya
gue ambos complejos son capaces de interaccionar con esta macromolécula, pero

CuHL1 tiene un tipo interaccién mayoritariamente intercalante.

5.2.1.4 Estrés oxidativo

Se sabe que las células cancerosas difieren notablemente de los tejidos sanos en su
metabolismo redox. Ademas de los niveles intracelulares elevados de ERO, el entorno
especifico del tumor a menudo se caracteriza por una alta actividad metabdlica, hipoxia
y, en general, condiciones reductoras, lo que resulta en un estado persistente de estrés
oxidativo en este tipo de células [68]. En consecuencia, la disrupcion de la homeostasis
redox, mediante la generacién de ERO en las células tumorales y la induccién de estrés

oxidativo, ha sido ampliamente investigada como blanco terapéutico en la quimica
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medicinal, demostrando ser un mecanismo de accion efectivo en el tratamiento de

diversos tipos de cancer [69].

Se ha demostrado que la actividad citotdxica de numerosos complejos de cobre se debe
a la capacidad de aumentar los niveles de ERO [70]. El cobre es un metal activo en las
reacciones redox: el Cu(ll) puede ser reducido a Cu(l) en el interior de la célula,
produciendo peroxido; y de igual manera se produce una re-oxidacion del Cu(l) a través
de una reaccidn tipo Fenton, con la cual se producen otras especies de oxigeno reactivas

como el radical hidroxilo [71].

Por lo tanto, se estudid la capacidad de los complejos CuHL1 y CuHL2 de generar ERO en
las dos lineas de cancer de mama. Se evalud la generacién mediante la oxidacién de la

sonda DHR-123, luego de un tratamiento por 24 hrs.
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Figura 22. Produccién de ERO, luego de un tratamiento de 24 hrs. Linea MCF7 tratada con (A) CuHL1y
(B) CuHL2. Linea MDA-MB-231 tratada con (C) CuHL1 y (D) CuHL2. Los resultados se expresan como la

media £ SEM (n=12). * Diferencia significativa con el control (p<0.05).
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Los resultados observados en la figura 22 muestran efectos diferentes en la
produccién de ERO entre los dos complejos. El tratamiento con CuHL1 de las células
MCF7 no generd un aumento significativo en los niveles de ERO; mientras que en las
células MDA-MB-231 hay un incremento moderado de ERO, con aumentos de
alrededor del 30% en el rango de concentraciones de 0,25 a 1 uM, y del 58% en 2,5
uM.

El tratamiento con CuHL2, en cambio, produjo un incremento marcado de la
produccién de ERO en ambas lineas celulares. En las células MCF7 hay un aumento
del alrededor del 700%, mientras que en las MDA-MB-231 hay un aumento del 1300%.
Esta diferencia en la capacidad de inducir ERO no se correlaciona con los resultados
de citotoxicidad y genotoxicidad, ya que ambos complejos presentan efectos similares
en la viabilidad celular y el dafio del ADN. De hecho, uno de los principales
mecanismos a través del cual los complejo de cobre generan dafio en el ADN es
mediante oxidacidn directa por generacién de ERO [72]. Sin embargo, los estudios de
interaccion con el ADN y genotoxicidad demostraron que el complejo CuHL1 es capaz
de generar mayor daio en la macromolécula, por lo que este dafo no seria producido
por vias oxidativas. Estos resultados podrian indicar que la generaciéon de ERO no es
el principal ni el Unico mecanismo de accién para estos complejos de cobre. De todos
modos, resta utilizar otro tipo de sondas que detecten otros tipos de ERO asi como el
uso de scavengers especificos para tener mayor certeza sobre este tipo de

mecanismos.

5.2.1.5 Actividad proteosomal

La inhibicién de la actividad proteasomal es otro de los mecanismos comunes
reportados para compuestos de cobre [27]. Se estudié el efecto de CuHL1 y CuHL2 sobre
la actividad tipo quimiotripsina del proteasoma 26S en extractos de células de las lineas
MCF7 y MDA-MB-231. La figura 23 muestra como en ambas lineas tumorales la
incubacién con los complejos produce una inhibicidon significativa de la actividad
proteasomal. En MCF7, CuHL1 reduce la actividad proteasomal a un 69% con 10 uM,

mientras que la misma concentracion de CuHL2 la disminuye a un 54%. En el caso de
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MDA-MB-231, CuHL1 presenta una mayor disminucién de la actividad proteasomal,

alcanzando un 45% a 10 uM, mientras que CuHL2 la disminuye al 53% a 7,5 uM.
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Figura 23. Ensayo de actividad proteasomal en extractos de células (A) MCF7 y (B) MDA-MB-231
luego de ser tratadas con los complejos por 2hs. Los resultados se expresan como la media +SEM

(n=6). * Diferencia significativa con el control (p<0.05).

El proteasoma 26S es un complejo multicatalitico con actividad proteasa, conformado
por dos subunidades 19S regulatorias y un nucleo proteolitico 20S con actividades tipo
guimiotripsina, tipo tripsina y tipo caspasa [73]. De esta forma, degrada proteinas que
se encuentran marcadas con moléculas de ubiquitina. El complejo es responsable de la
degradacion de proteinas dafiadas o mal plegadas. Ademas, el proteasoma juega un rol
vital en la rapida degradacion de proteinas importantes, como reguladores del ciclo
celular y factores de transcripcion. Es por esto que la via ubiquitina-proteasoma es
importante para el mantenimiento de multiples procesos celulares, incluyendo
progresién del ciclo celular, transduccidn de sefales, diferenciacién, proliferaciéon y
apoptosis [74]. La inhibicion del proteasoma genera la acumulacién de proteinas
indeseadas en la célula, induciendo rapida y selectivamente la muerte celular. Se ha
demostrados que las células cancerigenas son mas sensibles a la inhibicién proteasomal

que las células normales [75].

Se han reportado numerosos complejos de cobre con la capacidad de inhibir la actividad
proteasomal [76]. En particular para cdncer de mama, Zuo y colaboradores analizaron
las propiedades antitumorales de dos complejos de Cu(ll) con bases de Schiff derivadas

de aminoacidos. Sélo uno de los complejos presentd actividad antitumoral en las lineas
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celulares MCF7 y MDA-MB-231. Se demostré la capacidad de este compuesto de inhibir
la actividad proteasomal, lo cual lleva a acumulacion de proteinas Bax y a la induccién

de la muerte celular programada [77].

En el mismo sentido, Zhang y colaboradores demostraron que un complejo de Cu(ll) con
una base de Schiff derivada de taurina es capaz de inhibir la actividad proteasomal en la
linea de cancer de mama MDA-MB-231. Esto genera la acumulacién de las proteinas p27

y Bax y lleva a la consecuente induccidn de la apoptosis [78].

Ademas, el complejo de Cu(ll) con L-glutamina-o-vainillin, reportado por Xiao y
colaboradores, demostré ser capaz de inhibir el proteasoma e inducir apoptosis en
células de cancer de mama, pero no en la linea de células mamarias normales MCF10

[79].

5.2.1.6 Induccion de Apoptosis

Se estudio la capacidad de los complejos de inducir la muerte celular programada. Para
ello se trataron las células MCF7 y MDA-MB-231 durante 24hr. Este proceso se estudio
usando citometria de flujo, mediante el uso de la doble tincidn con Anexina V-FITC e
ioduro de propidio (IP) como marcadores. Los resultados estan representados en la
figura 24 con graficos de barras que muestran las diferentes poblaciones encontradas:
células vivas (An-/IP-), células apoptdticas tempranas (An+/IP-) y células apoptdticas
tardias (An+/IP+). En el anexo ademas se pueden observar las tablas con los porcentajes

celulares en cada poblacién, asi como los dot plots.
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Figura 24. Evaluacion de apoptosis mediante tincién con Anexina-FITC e IP. Se evalud (A): CuHL1 en
MCF7, (B): CuHL2 en MCF7, (C): CuHL1 en MDA-MB-231, y (D): CuHL2 en MDA-MB-231. Los resultados

se expresan como el promedio = SEM (n=9). *Diferencias significativas con el control p<0.05.

En la linea MCF7 se ve un aumento significativo de las células apoptéticas tempranas
luego de ser tratadas con 0,5 uM de CuHL1 (6,3%). En la misma concentracion se observa
una poblacién de células apoptoticas tardias, la cual corresponde al 11,5% de los eventos
celulares. Al aumentar la concentracion de CuHL1 hay un mayor desplazamiento a
células apoptoticas tardias: con 1 uM de CuHL1 obtenemos 25,3% de células An+/IP+,

mientras que a 2,5 uM esta poblacion alcanza un 55,8%.

El tratamiento con CuHL2 en la linea MCF7 genera un aumento significativo de la
poblacién de células apoptodticas tardias dependiente de la concentracién. Con 0,5 uM
la poblacion An+/IP+ representa el 28,0%, con 0,75 uM de CuHL2 aumenta al 50,8%, y

finalmente con 1 uM las células apoptadticas tardias alcanzan el 70,4 %.

En la linea MDA-MB-231, se observa un resultado similar luego del tratamiento con los

complejos. CuHL2 produce un aumento significativo en la poblacion de células
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apoptoéticas tempranas en las concentraciones 0,75 y 1 uM (19,1% y 13,4%
respectivamente). La poblacidon de células apoptdticas tardias presenta incrementos

notables dosis dependiente: 25,9% con 0,75 uM y 42,4% con 1 uM de CuHL2.

El tratamiento de las células MDA-MB-231 con CuHL1 produce, nuevamente, un
aumento dependiente de la concentracién de las células apoptdticas tardias: pasamos
de 9,2% con 0,5 uM a 32,2% con 1 uM, alcanzando un 99,6% de células An+/IP+ con 2,5
MM de CuHL1.

Estos resultados sugieren que ambos complejos son capaces de inducir apoptosis de
manera dosis dependiente en las dos lineas celulares de cdncer de mama, de forma

consistente con lo observado en los ensayos previos de viabilidad celular.

5.2.1.7 Estudio de posibles blancos moleculares de CuHL1 y CuHL2

Para estudiar en mayor profundidad los posibles blancos moleculares relacionados a la
actividad antitumoral de los complejos, se realizé un andlisis de cuantificacion relativa
(label-free quantitative proteomics, LFQ) en extracto de células de la linea MDA-MB-231
tratadas con una concentracién de 1 uM de los complejos CuHL1 y CuHL2. La protedmica
es una herramienta muy poderosa para la investigacién de los procesos celulares, ya que
proporciona informacién detallada de las alteraciones de la homeostasis celular que
pueden ser provocadas por la exposicién a farmacos. Las alteraciones en las vias
metabdlicas y de seiializacién intracelular pueden dar informacién sobre qué partes de
la maquinaria celular se ven afectadas por el tratamiento, lo que sugiere los objetivos

biomoleculares mas probables del compuesto [80].

El analisis LFQ con LC-MS/MS Orbitrap (Thermo Scientific TM) identificé proteinas que
se expresan de manera diferencial entre las células tratadas con CuHL1 o CuHL2 y las
células no tratadas. Las proteinas encontradas fueron filtradas segun el cambio relativo

y el p-valor significativo (Figura 25).
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® Reguladas negativamente
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O Diferencia no significativa
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Figura 25. Volcano plots de log10(p-valor) vs -log2(cambio relativo) para las comparaciones de (A) CuHL1 vs Control y

(B) CuHL2 vs Control.

De las células tratadas con CuHL1, se identificaron un total de 69 proteinas que se
expresaron diferencialmente (sobre o sub) en comparacion con el control. Entre éstas,
28 proteinas estaban sobre-expresadas y 41 proteinas estaban sub-expresadas (Tabla
4). A partir de las células tratadas con CuHL2, se identificaron un total de 63 proteinas
diferencialmente expresadas en comparacién con el control. Entre éstas, 23 estaban

sobre-expresadas y 40 estaban sub-expresadas (Tabla 5).

Tabla 4. Proteinas diferencialmente expresadas en células MDA-MB-231 tratadas con CuHL1.

Fold- p-
Gen Proteina

change value
HSPA1B Proteina Heat shock 70 kDa 1B 11,9067 0,0000
SRXN1 Sulfiredoxina-1 4,8384 0,0144
CSTF3 Factor de estimulacion de la escision, subunidad 3 4,3157 0,0128
THBS1 Trombospondina-1 3,9412 0,0016
CHORDC1 Proteina 1 con dominio rico en cisteina e histidina 3,8146 0,0028
BAG3 Regulador de chaperonas 3 de la familia BAG 3,7564 0,0058
SLC25A3 Proteina transportadora de fosfato, mitocondrial 3,6397 0,0046
HSPH1 Proteina Heat shock 105 kDa 3,5744 0,0007
DNAJB1 Dnal homologa subfamilia B miembro 1 3,5735 0,0000
GCLM Subunidad reguladora de la Glutamato--cisteina ligasa 3,4930 0,0005
SLC25A5 Taslocasa ADP/ATP 2 3,2590 0,0085
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ARF3 Factor 3 de ribosilacion del ADP 2,8776 0,0335
MAP1LC3B2 Proteinas asociadas a microttubulo 1A/1B cadena ligera 2,7896 0,0222
3 beta 2
DDX21 Helicasa de RNA nucleolar 2 2,7624 0,0244
KTN1 Kinectina 2,6451  0,0302
MMP1 Colagenasa intersticial 2,6260 0,0060
ACTC1 Actina, musculo cardiaco 1 2,5367 0,0247
FUS Proteina de unién a ARN 2,3718 0,0305
DNAIJA1 Dnal homdloga subfamilia A miembro 1 2,2815 0,0003
TECR Reductasa de enoil-CoA de cadena larga 2,2753 0,0422
ARHGEF18 Factor de intercambio de nucleétido de gaunina Rho 18 2,1868 0,0453
RPL12 Proteina ribosomal 60S L12 2,1825 0,0442
ZNF622 Proteina zinc finger 622 2,1629 0,0360
RPL21 Proteina ribosomal 60S L21 2,0765 0,0283
TOP2A ADN topoisomerasa 2-alpha 2,0762 0,0075
RPS8 Proteina ribosomal 40S S8 2,0729 0,0227
RPL7A Proteina ribosomal 60S L7a 2,0663  0,0055
RPL10 Proteina ribosomal 60S L10 2,0453 0,0303
SDC4 Sindecano-4 -54,1800 0,0332
CYP51A1 Lanosterol 14-alpha demetilasa -11,7752 0,0010
FADS2 Desaturasa de acidos grasos -8,9256  0,0007
ALG2 Alpha-1,3/1,6-manosiltransferasa -8,8383  0,0036
RRM2 Ribonucledsido-bifosfato reductasa subunidad M2 -5,7327  0,0040
SMCHD1 Proteina 1 de mantenimiento estructural de -5,6365  0,0302
cromosomas
DPYD Dihidropirimidina deshidrogenasa [NADP(+)] -4,8430  0,0003
POLD1 ADN polimerasa -4,4882  0,0165
NFKB2 Factor nuclear NF-kappa-B subunidad p100 -4,2297  0,0051
IRF2BPL Probable E3 ubiquitina-proteina ligasa -3,9927  0,0064
TP53 Antigeno tumoral celular p53 -3,4861 0,0015
LDLR Receptor de lipoproteina de baja densidad -3,3732  0,0065
TMX1 Proteina transmembrana 1 relacionada con -3,3412  0,0015

tiorredoxina
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PSMD4 Subunidad 4 regulatoria no ATPasa de proteasoma 26S -3,3016  0,0123
DNAAF5 Factor de montaje 5 de Dineina axonemal -3,0889  0,0065
TST Tiosulfato sulfurotransferasa -3,0300 0,0075
PXDN Homdlogo de peroxidasa -3,0016  0,0003
OGFR Receptor de factor de creciemiento opiode -2,9898 0,0177
ENG Endoglina -2,7407  0,0145
FAF1 Factor 1 asociado a FAS -2,5783 0,0183
MCM5 Factor de replicacidon del ADN MCM5 -2,5649  0,0022
ADSS2 Adenilosuccinato sintetasa isoenzima 2 -2,4898 0,0118
GIPC1 Proteina con dominio PDZ -2,4031 0,0494
ACO1 Aconito hidratasa citoplasmatica -2,3932  0,0013
PRPSAP2 Proteina 2 asociada a fosforibosil pirofosfato sintasa -2,3817  0,0099
DNAIJA3 Dnal homologa subfamilia A miembro 3 -2,3163  0,0022
DLAT Dihidrolipolisina-residuo acetiltransferasa componente -2,3145  0,0009
del complejo piruvate deshidrogenasa, mitocondrial
SNX5 Clasificacién de nexina 5 -2,2927  0,0082
PCK2 Fosfoenolpiruvato carboxikinasa [GTP], mitocondrial -2,2247 0,0184
IGFBP7 Porteina 7 de unidn a factor de crecimiento tipo -2,2145  0,0077
insulina
NDRG3 Proteina 3 reguladora downstream del gen N-myc -2,1762  0,0005
KRT73 Keratina, tipo Il citoesquelética 73 -2,1747  0,0458
PC Piruvato carboxilasa, mitocondrial -2,1747  0,0187
CORO7 Coronina -2,1529 0,0035
POLDIP2 Proteina 2 que interactua con la polimerasa delta -2,1529  0,0011
ACOT2 Acil-coenzima A tioesterasa 2, mitocondrial -2,1328 0,0021
MAP2K2 Proteina 2 kinasa activada por mitégeno de doble -2,1182  0,0009
especificidad
MAGED?2 Antigeno D2 asociado a melanoma -2,1069 0,0476
IDH3A Isocitrato deshidrogenasa [NAD] subunidad alpha, -2,0820 0,0012
mitocondrial
ALDH2 Aldehido deshidrogenasa, mitocondrial -2,0759  0,0003
SLC9A3R1 Cofactor NHE-RF1 regulatorio del intercambio -2,0756  0,0071

Na(+)/H(+)
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Fold- p-
Gen Proteina
change value
HSPA6 Proteina 6 Heat shock 70 kDa 135,1126  0,0001
HSPA1B Proteina 1B Heat shock 70 kDa 12,4443 0,0000
SRXN1 Sulfiredoxina-1 4,7883 0,0157
BAG3 Regulador de chaperonas 3 de la familia BAG 4,4887 0,0045
G3BP2 Proteina 2 de unidn a proteina activadora de Ras 3,6714 0,0310
GTPasa
THBS1 Trombospondina-1 3,5660 0,0120
CHORDC1 Proteina 1 con dominios ricos en cisteina e histidina 3,5336 0,0057
FXR2 Proteina 2 relacionada con el sindrome de retraso 3,4133 0,0198
mental fragil X
SLC25A3 Proteina transportadora de fosfatos, mitocondrial 3,2324 0,0178
DNAJB1 Dnal homdloga subfamilia B miembro 1 3,0959 0,0000
SLC25A5 Traslocasa ADP/ATP 2 3,0855 0,0253
GCLM Subunidad reguladora de la glutamato-cisteina ligasa 2,8046 0,0024
ATAD3A Proteina 3A que contiene el dominio AAA de la 2,7501 0,0031
familia ATPasa
MMP1 Colagenasa intersticial 2,7465 0,0051
MAP1LC3B2 Proteinas 1A/1B asociadas a microtubulos cadena 2,7147 0,0338
ligera 3 beta 2
HSPH1 Proteina Heat shock 105 kDa 2,7037 0,0038
SDHA Succinato deshidrogenasa [ubiquinona], mitocondrial 2,2722 0,0472
DNAIJA1 Dnal homdloga subfamilia A miembro 1 2,2136 0,0003
ZNF622 Proteina Zinc finger 622 2,1139 0,0070
AKAP2 Proteina de anclaje quinasa-A 2 2,0990 0,0117
TMCO1 Canal de calcio activado por carga de calcio 2,0869 0,0164
SLC3A2 Cadena pesada del antigeno de superficie celular 4F2 2,0386 0,0031
AHSA1 Activador de ATPasa de proteina Heat shock 90 kDa 1,9963 0,0228
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SMCHD1 Proteina 1 de mantenimiento estructural de -8,2820 0,0014
cromosomas
NFKB2 Factor nuclear NF-kappa-B subunidad p100 -5,8093 0,0379
DPYD Dihidropirimidina deshidrogenasa [NADP(+)] -5,6316 0,0001
RRM2 Ribonucleosido-difosfato reductasa subunidad M2 -5,2034 0,0018
FADS2 Acil-CoA 6-desaturasa -5,0562 0,0169
DNAAF5 Factor de montaje 5 de Dineina axonemal -4,3873 0,0202
U2AF1 Factor de splicing U2AF 35 kDa subunidad -4,2363 0,0027
SDC4 Sindecan-4 -4,2206 0,0232
ACSL4 Acido graso de cadena larga-CoA ligasa 4 -3,7610 0,0026
CYP51A1 Lanosterol 14-alfa demetilasa -3,6858 0,0032
TP53 Antigeno tumoral celular p53 -3,6284 0,0005
GFM1 Factor de elongacion G, mitocondrial -3,4629 0,0032
LDLR Receptor de lipoproteina de baja densidad -3,2341 0,0284
OGFR Receptor de factor de crecimiento opiode -3,2299 0,0139
RIN1 Interactuador de Ras y Rab 1 -2,7981 0,0113
FAF1 Factor asociado a FAS 1 -2,6790 0,0022
MCM2 Factor de replicacion del ADN MCM?2 -2,6450 0,0239
PCK2 Fosfofenolpiruvato carboxikinasa [GTP], mitocondrial -2,6115 0,0004
SUMF2 Enzima generadora de C-alpha-formilglicina inactiva 2 -2,5908 0,0432
HNRNPUL1 Ribonucleoproteina nuclear heterogénea tipo U 1 -2,5669 0,0440
PXDN Homdlogo de peroxidasa -2,5552 0,0031
MCM3 Factor de replicacion del ADN MCM3 -2,5299 0,0332
DNAIJA3 Dnal homdloga subfamilia A miembro 3 -2,5193 0,0231
PACS1 Proteina de clasificacién de grupos acidos de -2,4865 0,0405
fosfofurina 1
POGLUT3 Proteina O-glucosiltransferasa 3 -2,3599 0,0119
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SCYL1 Proteina tipo kinasa N-terminal -2,3123 0,0020
FASN Acidos grasos sintasa -2,2785 0,0382
VIM Vimentina -2,2682 0,0343
MCM5 Factor de replicacion del ADN MCM5 -2,2670 0,0021
TRIM28 Factor intermediario de transcripcién 1-beta -2,2658 0,0431
CDC37 Co-chaperona de Hsp90 -2,2547 0,0236
YARS2 Tirosina--ARNt ligasa, mitocondrial -2,2501 0,0139
SMC2 Proteina de mantenimiento estructural de -2,2447 0,0288

cromosomas 2

ITGB4 Integrina beta-4 -2,2163 0,0362
PTK7 Proteina tirosin-kinasa inactiva 7 -2,1469 0,0128
CORO7 Coronina -2,1154 0,0290
ACOT2 Acil-coenzima A tioesterasa 2, mitocondrial -2,1016 0,0002
TBC1D9B Miembro de familia de dominio TBC1 9B -2,0811 0,0103
MYO18A Miosina no convencional XVllla -2,0581 0,0201
CALM2 Calmodulina 2 -2,0396 0,0306

Para comprender mejor las caracteristicas bioldgicas de las proteinas diferencialmente
expresadas, se utilizaron un conjunto de herramientas bioinformaticas. En primer lugar,
se utilizé el analisis de enriquecimiento de STRING para analizar si hay enriquecimiento
de alguna de las categorias de Gene Ontology (GO). Para cada complejo, se cargaron dos
listas diferentes que contenian las proteinas sobre-reguladas y sub-reguladas. La base
de datos de GO clasifica funcionalmente a las proteinas en tres categorias: el proceso
bioldgico, la funcion molecular y el componente celular. Las figuras 26 y 27 muestran los
términos GO que se encuentran estadisticamente sobrerrepresentados (valor p < 0,05

después de la correccién de Benjamini).
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A Procesos bioldgicos B Procesos biologicos
Respuesta a proteinas no plegadas Respuesta a proleinas no plegadas
Biogénesis ribozomal Regulacion negativa de sefializacion apoptotica
Regulacion negativa de sefializacion apoptotica Respuesta al calor
Plegamiento de proteinas mediado por chaperonas Replegamiento de prot dependiente de cofactores de chaperonas
Respuesta al calor Respuesta celular al calor
‘eplegamiento de prot dependiente de cofactores de chaperonas Regulacion negativa del establecimiento de proleinas en mitocondria
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Figura 26. Analisis de enriquecimiento GO de las proteinas sobre-expresadas luego del tratamiento con (A) CuHL1 y (B) CuHL2. Los
porcentajes de representacidn de cada categoria fueron determinados como el porcentaje sobre el total de las proteinas diferencialmente

expresadas.
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A Procesos biologicos B Procesos bioldgicos
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Figura 27. Andlisis de enriquecimiento GO de las proteinas sub-expresadas luego del tratamiento con (A) CuHL1 y (B) CuHL2. Los
porcentajes de representacion de cada categoria fueron determinados como el porcentaje sobre el total de las proteinas

diferencialmente expresadas.

Entre las proteinas sobre-expresadas para ambos complejos, se observa que los
principales procesos bioldgicos enriquecidos estan relacionados con proteinas Heath
Shock (HSP) y co-chaperonas: “Respuesta a proteinas no plegadas”, “Respuesta al calor”
y “Replegamiento de proteinas dependiente de cofactores de chaperonas”. Las
proteinas involucradas en estos procesos son HSPs y co-chaperonas, principalmente de
la familia de la HSP70 (HSPA1B, HSPH1, HSPA6, BAG3, DNAJA1 y DNAJB1). Asi mismo,
ambos complejos presentaron enriquecimiento de funciones moleculares asociadas con

HSPs y co-chaperonas.

Las HSPs estan involucradas en el plegamiento de proteinas y generalmente se expresan
como una reaccion al estrés del reticulo endoplasmatico (RE). Las células cancerosas

experimentan un estrés del RE debido a varias caracteristicas, como la hipoxia, la baja
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disponibilidad de nutrientes, el estrés oxidativo y el aumento de la replicacién y el
metabolismo, las cuales conducen a un aumento en el plegamiento de proteinas y la
acumulacién de proteinas mal plegadas. En respuesta al estrés del RE, se inicia la
respuesta a proteinas no plegadas (UPR, por sus siglas en inglés) [81]. El objetivo
principal de la UPR es restablecer la homeostasis del RE aumentando la capacidad de
plegamiento de proteinas [82]. Sin embargo, si el estrés del RE es prolongado o agudo,
un programa terminal de UPR promueve la muerte celular. En este sentido, muchos
canceres con UPR aumentada pueden ser hipersensibles a compuestos que generan
estrés del RE. Los agentes quimioterapéuticos pueden alterar la UPR mediante
diferentes mecanismos, como la inhibicién de la actividad del proteasoma y generacion
de estrés oxidativo. En la seccidon 5.2.1.5 se demostré que CuHL1 y CuHL2 son capaces
de inhibir la actividad del proteasoma; y ademas el andlisis proteémico mostré una
disminucion de la expresion de la subunidad PSMD4 del proteasoma. Por otro lado, en
la seccion 5.2.1.4 se determind que ambos complejos inducen un aumento significativo
en los niveles de ERO. Estos mecanismos podrian llevar al estrés del RE y la acumulacion
de proteinas mal plegadas, que podrian explicar la sobreexpresion de las HSPs con

ambos complejos.

Al analizar las proteinas reguladas negativamente, se encuentran mas diferencias en los
términos de GO entre los dos complejos. El Unico proceso bioldgico en comun es el
“Proceso metabdlico de sustancias organicas”. Luego del tratamiento con CuHL1, las
proteinas sub-reguladas fueron enriquecidas en otros procesos metabdlicos, como
“Procesos metabdlicos de pequefias moléculas”, “Procesos de oxidacién-reduccion” y
“Procesos metabdlicos del 4acido carboxilico”. En cambio, CuHL2 presenta
enriguecimiento en procesos bioldgicos relacionados a la replicacién y reparacion del
ADN. Los componentes celulares enriquecidos con CuHL2 también se encuentran
relacionados al ADN: “Regidon telomérica cromosdmica”, “Complejo CGM” y “Complejo
MCM”. La inhibicién de procesos relacionados con la replicacién del ADN puede ser

explicado por la capacidad de CuHL2 de interaccionar y generar dafio en el ADN.

La base de datos de STRING fue utilizada para realizar un andlisis de interaccién proteina-
proteina (PPI), con el fin de evaluar las interacciones entre las proteinas

diferencialmente expresadas en respuesta a los tratamientos con los complejos. En
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estas redes, los nodos representan proteinas y los bordes representan las interacciones
entre dos proteinas, donde el grosor de la linea indica la fuerza de los datos que avalan
esas interacciones. Se utilizo el algoritmo de clustering de Markov (MCL) para identificar

la formacidn de clusters con interacciones proteina-proteina significativas.
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Figura 28. Redes de interaccidén para proteinas sobre-expresadas en respuesta al tratamiento con (A)

CuHL1 y (B) CuHL2, generadas utilizando la base de datos STRING.

La figura 28 muestra las redes generadas para proteinas sobre-expresadas luego del
tratamiento con los complejos. En ambas redes se formaron clusters de interaccion que
contienen proteinas HSPs y co-chaperonas: BAG3, CHORDC1, DNAJA1, DNAJB1, HSPA1B
y HSPH1 para CuHL1; y AHSA1, BAG3, CHORDC1, DNAJA1, DNAJB1, HSPA1B, HSPAG6 y
HSPH1 para CuHL2. Estos clusters se correlacionan con los procesos biolégicos

enriquecidos en el analisis de GO.
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Figura 29. Redes de interaccion para proteinas sub-expresadas en respuesta al tratamiento con (A) CuHL1 y (B)

CuHL2, generadas utilizando la base de datos STRING.

La figura 29 muestra las redes generadas para proteinas sub-expresadas luego del
tratamiento con los complejos. Ambas redes de interaccion presentan un nodo central
formado por la proteina p53. El gen supresor de tumores TP53 codifica la proteina p53,
un factor de transcripcidn crucial para el control adecuado de la progresién del ciclo
celular, la senescencia, la apoptosis, la reparacidén del ADN y el mantenimiento del
genoma, entre otras funciones importantes [83]. El gen TP53 es el objetivo mas
frecuente de mutacidon en tumores, mutado en mas de la mitad de todos los canceres,
incluyendo el TNBC [84]. Existen mutaciones en TP53 que resultan en una "pérdida de
funcién" que elimina los efectos supresores de tumores de p53. Sin embargo, muchas
mutaciones en TP53 son mutaciones de "ganancia de funcion" (GDF), las cuales pueden

adquirir propiedades oncogénicas, aumentando la invasividad, metdastasis y recurrencia
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del cancer [85]. En particular, las células MDA-MB-231 presentan una p53 mutante GDF
altamente expresada, por lo que la degradacién o inhibicion de su actividad puede
considerarse como un mecanismo terapéutico prometedores [86]. Se ha demostrado
que una reduccién de p53 mutante puede inducir apoptosis en las células MDA-MB-231
[87]. Por lo tanto, la sub-regulacion de p53 mutante es uno de los mecanismos de accién

antitumoral mds importantes encontrados para CuHL1 y CuHL2.

Otra similitud encontrada entre las dos redes de proteinas sub-expresadas es la
presencia de clusters relacionados con el metabolismo de lipidos. La red de CuHL1
presenta un cluster formado por CYP51A1, FADS2 y LDLR; mientras que la red de CuHL2
presenta un cluster formado por ACOT2, ACSL4, CYP51A1, FADS2, FASN, LDLR y PCK2.

La alteracidon del metabolismo lipidico es un factor reconocido en el metabolismo
tumoral. Las células tumorales tienden a aumentar la lipogénesis y la captacion y
almacenamiento de lipidos [88]. Esta desregulacidon del metabolismo lipidico ayuda a
promover el crecimiento tumoral, la propagacién metastdsicay la resistencia a la terapia
[89]. Se ha reportado la sobre-expresién de enzimas lipogénicas en varios tipos de
cancer, incluyendo el de mama [90]. En consecuencia, se han estudiado las vias del

metabolismo lipidico tumoral como un blanco prometedor contra el cancer.

Una de las proteinas mas sub-expresadas luego del tratamiento con CuHL1 fue la
Lanosterol 14-alfa-demetilasa (CYP51A1). Esta proteina cataliza uno de los pasos clave
en la biosintesis del colesterol y generalmente se encuentra sobre-expresada en las
células tumorales [91]. En este sentido, varios estudios se han centrado en utilizar el
metabolismo del colesterol como blanco en el tratamiento para diversos tipos de cancer
[92]. Las estrategias incluyen apuntar a las vias de biosintesis del colesterol, asi como a
la captacion de esteroles exdégenos. Por ejemplo, se demostré que la presencia de un
inhibidor de la lanosterol 14-alfa-demetilasa induce la apoptosis en las células
cancerosas [93]. Ademas, ensayos clinicos han demostrado el efecto protector contra el
cancer de mama de farmacos que inhiben la via del mevalonato, como las estatinas y el

zoledronato [94].

La protedmica mostré que el receptor LDLR se encuentra sub-regulado después del

tratamiento con ambos complejos en las células MDA-MB-231. Muchas células
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tumorales, como las de TNBC, presentan una sobre-expresién de LDLR, lo cual facilita la
captacién répida del colesterol y contribuye a la acumulacién de componentes lipidicos
[95]. Por lo tanto, la sub-expresidon o la inhibicién de LDLR afecta la captacidon de
colesterol y podria aumentar la eficacia de los fdrmacos quimioterapéuticos. Gallagher
y colaboradores mostraron que la expresion elevada de LDLR vy los altos niveles de LDL
son significativos para el crecimiento tumoral en cancer de mama, y que el
silenciamiento de LDLR en células TNBC aumenta la muerte celular y reduce el
crecimiento de los tumores [96]. También se encuentran sub-expresadas proteinas
relacionadas con el metabolismo de los acidos grasos, tales como la sintasa de acidos
grasos (FASN), la desaturasa de acidos grasos (FADS2) y la sintasa de acidos grasos de

cadena larga (ACSL4).

En general, la disminucidon de la expresién de estas proteinas por parte de CuHL1 y
CuHL2 podria conducir a una reduccién en la sintesis y el metabolismo de lipidos de las
células tumorales, lo cual es un efecto novedoso e interesante para un metalofarmaco

de cobre.

Por otro lado, la red de CuHL1 presenta un cluster con proteinas relacionadas también
al metabolismo celular, en particular asociadas al ciclo de Krebs y el metabolismo del
piruvato. El cluster se encuentra formado por las proteinas mitocondriales ACO1,
ALDH2, DLAT, IDH3A, PC, PCK2, y TST. Este cluster se correlaciona con los procesos
metabdlicos enriquecidos en el andlisis funcional de GO: “Procesos metabdlicos de
pequefias moléculas”, “Procesos de oxidacidn-reduccidon” y “Procesos metabdlicos del

acido carboxilico”.

Otro cluster importante en la red de proteinas sub-reguladas con CuHL2 incluye
proteinas que participan en la replicacién del ADN: MCM2, MCM3, MCM5, RRM2, y
SMC2. Estas proteinas son las responsables del enriquecimiento de los términos de GO
relacionados con el ADN mencionados anteriormente. A su vez, en este analisis se
encontrd que CuHL1 también presenta un cluster formado con proteinas que participan
en la replicacién del ADN: MCM5, POLD1, y POLDIP2 y que tendrian relaciéon directa con
la accion de CuHL1 sobre el ADN. Con ambos complejos se observa la disminucién en la
expresion de proteinas de mantenimiento de minicromosomas (MCM). La familia de

proteinas MCM desempefia un papel clave en la replicaciéon del ADN en eucariotas. El
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complejo MCM es un factor para la replicacién del ADN que controla que la replicaciéon
ocurra una vez por ciclo celular [97]. La desregulacién del complejo MCM se ha asociado
con la aparicion y progresion de muchos tumores [98]. Ademas, se ha detectado una
sobreexpresion de MCM en diversas células cancerosas, incluido el cancer de mama
[99]. Asimismo, CuHL1 mostré una sub-expresion de POLD1, una ADN polimerasa
involucrada en la replicacion y la reparacion del ADN durante la replicacién
cromosémica [100]. Las mutaciones en POLD pueden estar asociadas con el desarrollo
del cdncer y se ha demostrado que POLD1 puede afectar la progresiéon del ciclo celular
y promover la proliferacion de células cancerosas [101]. En el cancer de mama, los
niveles de expresidon génica y proteica de POLD1 estan elevados [102]. En este sentido,
varios estudios informan que la sub-expresién de POLD1 en células de cancer de mama
inhibe la progresion del ciclo celular y la proliferacién celular y promueve la apoptosis

[103].

Los andlisis funcionales y bioinformaticos realizados demostraron modos de accién
similares para ambos complejos, lo cual concuerda con los resultados de viabilidad y
mecanismos de accidn previamente reportados. El tratamiento con CuHL1 y CuHL2
generaron un incremento de proteinas involucradas en el estrés de RE y la UPR, al igual
gue una disminucion de proteinas relacionadas en la replicacidn y reparacion del ADN.
Uno de los mecanismos de accién mas importantes encontrados para CuHL1 y CuHL2
fue la sub-expresién de la forma mutada de p53 con GDF. Ademas, se encontré un efecto
nunca antes descripto para metalofadrmacos de cobre, que se relaciona con la sub-
expresion de proteinas relacionadas con el metabolismo vy la sintesis de lipidos, la cual
podria generar una disminucién favorable de los niveles lipidicos como potencial

mecanismo de accion.

5.2.2 Estudio de la actividad anticancerigena de los complejos sobre modelos 3D

Con el objetivo de seguir estudiando la capacidad antitumoral de estos
metalocompuestos, se utilizaron sistemas celulares mas complejos, como los esferoides

multicelulares y las mamoesferas.
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Actualmente, los ensayos de screening de drogas antitumorales en cultivo en monocapa
(2D) son complementados con el uso de modelos tridimensionales de esferoides
tumorales multicelulares (3D), ya que son una mejor representacion de los tumores
[104]. En comparacion con los modelos de cultivo 2D, los modelos 3D representan la
complejidad de los tumores sélidos. La organizacion concéntrica de las células, asi como
la heterogeneidad metabdlica de las células que conforman un esferoide, permite que
se reproduzca de manera mas precisa el microentorno tumoral, el crecimiento celular,
el transporte de oxigeno, nutrientes y metabolitos y también el movimiento de células

dentro del mismo esferoide [105].

5.2.2.1 Esferoides multicelulares

Se generaron esferoides multicelulares de las lineas MDA-MB-231 y MCF7 por el método
hanging drop. Los esferoides fueron expuestos a los dos complejos por un periodo de
48hrs. Luego de la incubacidn se adiciond resazurina y se procedio a leer la fluorescencia

en un espectrofluorémetro.
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Figura 30. Graficas de viabilidad celular de los esferoides de la linea MCF7 vs concentracion de los
complejos. Método Resazurina. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=18). *Diferencia

significativa con el control (p<0.05).
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En la figura 30 se puede ver cdmo disminuye la viabilidad celular de los esferoides al
aumentar la concentracion de los complejos. Ambos compuestos presentan actividad
citotoxica en un rango de concentraciones micromolar bajo, a partir de 2,5 uM para
CuHL1y 1 uM para CuHL2. Los valores de ICso obtenidos fueron: CuHL1 2,64 + 0,29 uM;
CuHL2 2,23 + 0,30 uM. Estos valores son similares a los obtenidos en monocapa, lo cual
demuestra el gran potencial que podrian tener estos complejos en el tratamiento del
cancer de mama. En general, se observa una disminucion en el efecto antitumoral
cuando se pasa de un modelo 2D a uno 3D. A este proceso se lo denomina resistencia
multicelular (RMC) y puede estar dada por la diferencia en la penetracion de la droga y
por variaciones dentro del esferoide y en el microambiente (como el pH, hipoxia, matriz

extracelular) [106,107].

Ademas, se analizé el efecto de la droga de referencia CisPt sobre los esferoides de
MCF7. El ICso obtenido fue de 129,5+ 9,3 uM, alrededor de 30 veces mas alto que el de

los complejos de cobre.
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Figura 31. Fotos de esferoides de la linea MCF7 luego del tratamiento con diferentes concentraciones de

(A) CuHL1y (B) CuHL2. Fotografias tomadas con el microscopio éptico Olympus BX50, con un objetivo 40x.

La figura 31 muestra micrografias de los esferoides que fueron tomadas al finalizar el
tratamiento. Se puede observar cémo al aumentar la concentracién de CuHL1 y CuHL2,
se produce una modificacion en la forma esférica de los esferoides, disminuye su
compactacion y se desprenden las células del exterior, alterando el borde externo de los
mismos. Esta alteracion en la agregacion celular sugiere una disminucion de las

interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular.
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Figura 32. (A) Gréfica de viabilidad celular de los esferoides de la linea MDA-MB-231 vs concentracién
del complejo CuHL1. Método Resazurina. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=18).
*Diferencia significativa con el control (p<0.05). (B) Fotos de esferoides de la linea MDA-MB-231 luego
del tratamiento con diferentes concentraciones de CuHL1. Fotografias tomadas con el microscopio

Optico Olympus BX50, con un objetivo 40x.

Por otro lado, en los esferoides de la linea MDA-MB-231 se puede ver el mismo efecto
dosis dependiente sobre la viabilidad celular cuando se trata con CuHL1 (Figura 32). Se
obtuvo un valor de ICspde 3,11 + 0,16 uM. Sin embargo, en las micrografias se observa
como la linea MDA-MB-231 no forma esferoides compactos como la linea MCF7, sino
agregados celulares sueltos. Muchas lineas tumorales establecen interacciones célula-
célula débiles, formando agregados con células menos asociadas estrechamente; lo cual
no representa el empaquetamiento compacto del tumor. Esta caracteristica se ha
relacionado con la pérdida de expresion de la E-cadherina en la linea MDA-MB-231
[108]. El agregado de aditivos que aumenten la viscosidad, como el Matrigel, ayuda a la
formacion de esferoides multicelulares compactos [109]. Sin embargo, con el protocolo
sin aditivos utilizado sélo se formaron los agregados celulares sueltos. Debido a las

complicaciones que trae el manejo de los agregados celulares y las diferencias en
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morfologia y propiedades de difusién con respecto a los tumores, se decidié no seguir

el andlisis en los esferoides de MDA-MB-231.

Continuando con los esferoides de la linea MCF7, para analizar el efecto de los complejos
sobre la capacidad proliferativa de los esferoides multicelulares, se realizé un ensayo
clonogénico a partir de las células de los esferoides tratados. La figura 33 muestra la
variacion del numero de colonias formadas con la concentracién de los complejos. El
complejo CuHL1 produjo una disminucion significativa de la formacién de colonias de 5

a 10 uM. En cambio, CuHL2 redujo la formacién de colonias a partir de 2,5 uM.
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Figura 33. Ensayo clonogénico de esferoides de la linea MCF7 luego de ser tratados con (A) CuHL1 y (B)
CuHL2. Los resultados se expresan como la media £SEM (n=6). *Diferencia significativa con el control

(p<0.05).

Para corroborar la actividad antiproliferativa de los complejos se analizé el efecto del
pretratamiento de las células con los complejos en la tasa de crecimiento de los
esferoides. Para esto se incubaron durante 24hs una monocapa de MCF7 con diferentes

concentraciones de los complejos de cobre. Luego del tratamiento estas células fueron
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Cancer de Mama

Para analizar el efecto

antiproliferativo se realizaron medidas de viabilidad y volumen de los esferoides.
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Figura 34. Ensayo de formacion de esferoides de la linea MCF7 luego de un pretratamiento en

monocapa con (A) CuHL1 y (B) CuHL2. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=12).

*Diferencia significativa con el control (p<0.05).
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En la figura 34(A) se puede ver cédmo el pretratamiento con 0,75 y 1 M CuHL1 produce una
disminucién en la tasa de crecimiento metabdlico de los esferoides, representado como una
disminucién en la viabilidad celular de los mismos. Asi mismo, se observa una disminucién en el

volumen de los esferoides a las mismas concentraciones de CuHL1.

Cuando se realiza el pretratamiento con CuHL2 (Figura 34(B)) se observa un efecto similar en la
tasa de crecimiento de los esferoides, con una disminucién de la viabilidad celular acompafiada

por una baja en el volumen de los mismos.

De esta forma se demostré que ambos complejos tienen efectos antiproliferativos en el modelo

de esferoide multicelular de la linea de cancer de mama MCF7.

5.2.2.2 Mamoesferas

Los tumores son entidades heterogéneas, con diferentes tipos celulares. Un pequeiio
subconjunto de células, llamadas células madre cancerigenas (CMC), tienen la capacidad
de autorrenovacion, y diferenciarse generando una poblacién ampliada de progenies
mas diferenciadas con una capacidad de autorrenovacién inferior y un potencial
replicativo limitado que conforman el tumor completo [110]. Las CMC presentan una
mayor resistencia a los tratamientos de radioterapia y/o quimioterapia. Existen varios
mecanismos que pueden contribuir a la resistencia de las CMC, entre ellos se incluyen:
el estado de quiescencia en el que se encuentran las CMC que le permite evadir los
tratamientos dirigidos a células proliferativas, la sobreactivacion de multiples vias de
sefializacion del desarrollo, la sobreexpresién de proteinas antiapoptdticas combinada
con la subexpresidn de maquinarias proapoptéticas, y una mayor capacidad para la
reparacion del ADN. Para obtener resultados duraderos en los tratamientos
antitumorales es necesaria la eliminacién de las poblaciones tumorales completas,
incluyendo las CMC, ya que la incapacidad para hacerlo deja abierta la posibilidad de

recurrencia del cancer [111].

Las CMC pueden ser identificadas a través de su capacidad de crecer como estructuras
3D no adherentes cuando son sembradas clonalmente en un medio libre de suero. Estas

estructuras tridimensionales que imitan las caracteristicas las caracteristicas de un
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tumor mamario se denominan mamoesferas. La capacidad de compuestos de inhibir la

formacion de mamoesferas es un buen indicador de su efecto sobre las CMC [112].

Para estudiar el efecto de los complejos sobre la capacidad de las células MCF7 de
formar mamoesferas, se incubaron las células junto con los complejos en las condiciones

necesarias para formar las mamoesferas.
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Figura 35. Eficiencia de formacién de mamoesferas de la linea MCF7 en presencia de los compuestos
(A) CuHL1Y (B) CuHL2. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa

con el control (p<0.05).

En la figura 35 se puede ver cémo ambos complejos disminuyen la eficiencia de
formacién de mamoesferas, en una forma dependiente de la concentracién. CuHL1
reduce la eficiencia de formacién de 11,3% en la condicién basal a 4,1%y 3,8% en 0,5y
1 uM respectivamente. Para CuHL2, la eficiencia se reduce de 12,1% en el control a 6,7%
y 3,1% en 0,5y 1 uM respectivamente. En las microscopias se observa como el tamano,
al igual que el numero de las mamoesferas formadas, se ve notablemente disminuido

con el tratamiento con CuHL1 y CuHL2.
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Otra forma de identificar las CMC es a través de la expresion de marcadores
caracteristicos de la superficie celular. La alta expresidon de CD44 y la baja expresion de

CD24 (CD442%2/CD24"32) es un marcador de CMC en cédncer de mama.

Para comprobar el efecto de los complejos sobre las CMC se analizd la expresidén de
estos marcadores en las lineas MCF7 y MDA-MB-231 luego de ser tratadas con los
complejos. Se utilizdé citometria de flujo con los anticuerpos CD44-PE y CD24-FITC. Los

dot plots obtenidos se encuentran en el anexo.
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Figura 36. Evaluacion de CMCs mediante tincion con los anticuerpos CD24-FITC y CD44-PE. (A) Células
MCF7 tratadas con CuHL1; (B) Células MCF7 tratadas con CuHL2; (C) Células MDA-MB-231 tratadas con
CuHL1; (D) Células MDA-MB-231 tratadas con CuHL2. Los resultados se expresan como la media +SEM

(n=6). *Diferencia significativa con el control (p<0.05).

La figura 36 muestra como ambos complejos son capaces de disminuir la poblacién de
células CD442'2/CD24b32 en las lineas de cancer de mama. En MCF7, luego del

tratamiento con CuHL1 se observa una reduccion de CMC de un 2,1% en el control a 0,3
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en 1,5 uM. En la misma linea celular, la poblacion de CMC pasa de 1,6% a 0,4 y 0,3% al
ser tratada con 1y 1,5 uM de CuHL2.

Por otro lado, en la linea MDA-MB-231 se observa una disminucién en las CMC de 97,1%
a 83,6% al tratar las células con 1,5 uM de CuHL1; mientras que cuando se tratan con la
misma concentracion de CuHL2, las CMC se reducen de 98,1% a 74,6%. Estos resultados

comprueban ambos complejos poseen un efecto deletéreo contra las CMC.

Se han reportado varios complejos de Cu(ll) que son capaces de afectar a las CMC.
Boodram y colaboradores demostraron la actividad antitumoral de una serie de
complejos de Cu(ll)-fenantrolina que contienen el farmaco antiinflamatorio no
esteroideo indometacina. El complejo mas efectivo de esta serie mata selectivamente a
la linea celular de cancer de mama HMLER-shEcad, que se encuentra enriquecida en
CMC, en comparacion con las células HMLER, las cuales presentan una poblacion de
CMC disminuida. Ademads este complejo es capaz de reducir la formacidn, tamaiio y
viabilidad de los mamoesferas en mayor medida que la salinomicina, un ionéforo de

potasio conocido por inhibir selectivamente las CMC [113].

En el mismo sentido, cuatro complejos de Cu(ll) con derivados de la base de Schiff
vainillin y el fdrmaco antiinflamatorio no esteroideo naproxeno fueron sintetizados y
caracterizados por Lu y colaboradores. Los complejos presentan actividad
anticancerigena frente a linea enriquecida en CMC HMLER-shEcad y son capaces de

inhibir la formacién de mamoesferas [111].
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5.3 CANCER DE HUESO

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

5.3.1.1 Viabilidad y proliferacion celular

Se evalud la citotoxicidad de los complejos CuHL1 y CuHL2 mediante el ensayo MTT. La
linea de OSA MG-63 fue tratada por un periodo de 24hr. El CisPt fue usado como agente
antitumoral de referencia. Los resultados se pueden observar en la tabla 6 y en las

graficas de barra de la figura 37.

Tabla 6: Resultados de ICso (uM) de los complejos CuHL1 y CuHL2, los ligandos HaL1 y Ha2L2, Cu*? libre y el

CisPt. Los resultados se expresan como la media zSEM (n=3).

Compuestos 1Cso
CuHL1 1,98 + 0,51 uM
CuHL2 2,57 +0,30 um
HaL1 >100 uM
Ha2L2 >100 uM
Cu*? >100 pM
CisPt 39+1,8uM
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Figura 37. Gréficas de viabilidad celular vs concentracion de los complejos. Método MTT. Los resultados

se expresan como la media + SEM (n=12). *Diferencia significativa con el control (p<0.05).
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Los resultados muestran que CuHL1 y CuHL2 disminuyen la viabilidad celular en un rango
de concentraciones micromolares bajos. CuHL1 exhibe una actividad antitumoral
ligeramente mayor, ya que tiene un ICsode 1,98 £ 0,51 uM, mientras que el ICsode CuHL2
es de 2,57 £ 0,30 uM. Ademas, CuHL1 genera una disminucién significativa de la

viabilidad a partir de 1 uM, y CuHL2 a partir de 2 uM.

Ademas, se estudio el efecto de la metalodroga de referencia CisPt sobre la linea MG-
63. Se obtuvo un ICspde 39 + 1,8 uM, valor que es aproximadamente 20 veces mayor

gue los obtenidos para los complejos de cobre.

También se analiz6 el efecto de los ligandos HaL1y H,L2 y del Cu*? libre. En los tres casos,
los compuestos no presentaron actividad antitumoral en el rango estudiado (1-100 uM),
obteniendo ICso mayores a 100 uM. Estos resultados nuevamente demuestran la gran

importancia que tiene la complejacién en la actividad biolégica de los compuestos.

Para determinar la especificidad de la actividad citotdxica de los complejos en la linea
de OSA, se estudié su citotoxicidad en la linea L929, de fenotipo no tumoral. Los valores
de ICso obtenidos fueron de 3,61 + 0,32 uM para CuHL1, y 4,23 + 0,04 uM para CuHL2.
En ambos casos los complejos son menos citotdxicos en la linea no tumoral comparada

con MG-63, con valores de IS de 1,82 y 1,65 respectivamente.

Por otro lado, el efecto de los complejos sobre el potencial proliferativo de las células
MG-63 fue estudiado mediante el ensayo clonogénico. Los resultados se muestran en la

figura 38.
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Figura 38. Ensayo Clonogénico en la linea MG-63 con los complejos: (A) CuHL1, (B) CuHL2. Los

resultados se expresan como la media +SEM (n=6). * Diferencia significativa con el control (p<0.05).

Luego del tratamiento con ambos complejos se observéd una inhibicién de la
proliferacion celular, ya que hay una disminucién de la fraccién de sobrevivientes a
partir de 0,125 uM. Con 0,5 uM de ambos complejos se inhibe completamente la
capacidad de formar colonias. Al igual que en las lineas de cancer de mama, se observa
un efecto deletéreo en la capacidad proliferativa de las células a concentraciones

menores a las que detectamos cambios significativos en la viabilidad celular.

Estos resultados corroboran la actividad antitumoral de CuHL1 y CuHL2, ya que son

capaces de afectar tanto la viabilidad como la proliferacidon de las células de OSA.
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5.3.1.2 Genotoxicidad

Los efectos genotdxicos de CuHL1 y CuHL2 fueron estudiados, en la linea MG-63,

mediante el ensayo cometa. Este método permite estudiar el dafio en el ADN en las

células, ya que el largo de la cola del cometa (Tail moment) representa el nivel de dafio

en el material genético.
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Figura 39. Genotoxicidad en la linea MG-63 de (A) CuHL1, y (B) CuHL2. Los resultados se expresan como

la media +SEM (n=100). * Diferencia significativa con el control (p<0.05).

En la figura 39 se muestran los graficos de barra de tail moment para ambos complejos,

y fotos representativas de los cometas para cada concentracion. Se puede observar

como a medida que aumenta la concentracién de CuHL1 y CuHL2, aumenta el dafo del

ADN de células y el tamafio de los cometas. Este dafio se ve traducido en un aumento

significativo del tail moment a partir de 0,5 uM para CuHL1 y de 1 uM para CuHL2.
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Estos resultados indican que ambos complejos son genotdxicos en la linea de OSA a
bajas concentraciones. CuHL1 tiene un mayor efecto citotéxico, con un aumento del
dafo a menores concentraciones que CuHL2. En la seccién 5.2.1.2 se demostré la
capacidad de CuHL1 y CuHL2 de interactuar con el ADN de forma intercalante y a través
del surco menor. Sin embargo, CuHL1 mostré tener una interaccion mayormente
intercalante en comparacién con CuHL2. Esta diferencia en la interaccidn podria explicar

la mayor actividad genotdxica de CuHL1 que observamos para este tipo de ensayo.

5.3.1.3 Estrés oxidativo

Se estudio la capacidad de los complejo CuHL1 y CuHL2 de generar ERO en la linea MG-
63. Se evalud la generaciéon mediante la oxidacién de la sonda DHR-123, luego de un

tratamiento por 24hrs.
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Figura 40. Produccién de ERO, luego del tratamiento por 24hrs de la linea MG-63 con (A) CuHL1 y (B)
CuHL2. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=12). * Diferencia significativa con el

control (p<0.05).

Los resultados observados en la figura 40 muestran que ambos complejos son capaces
de producir un aumento significativo en la produccion de ERO. Al tratar las células
MG-63 con 2 uM de los compuestos se generan incrementos similares en los niveles

de ERO: 450% para CuHL1 y 460% para CuHL2.
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Estos resultados sugieren que la produccién de ERO podria considerarse como uno de
los mecanismos de accion de CuHL1 Y CuHL2 en OSA.

En este sentido, muchos autores han demostrado que los complejos de Cu(ll) inducen
la muerte celular asociada a la generacién de ERO y al agotamiento del glutation
celular (GSH). Cadavid-Vargas y colaboradores reportaron la actividad antitumoral de
tres complejos de Cu(ll) con sacarina y glutamina en células de OSA MG-63. El
mecanismo de accién propuesto para estos complejos se relaciona con la capacidad

de inducir la produccion de ROS y la reduccion de la relacion GSH/GSSG [114].

5.3.1.4 Actividad proteasomal

Otro mecanismo de accion reportado para los complejos de cobre es la inhibicién del
proteasoma. Se estudié el efecto de CuHL1 y CuHL2 sobre la actividad tipo
quimiotripsina del proteasoma 20S en extractos de células de la linea MG-63. La figura
41 muestra como la incubacién con los complejos produce una inhibicidn significativa
de la actividad proteasomal. CuHL1 redujo la actividad proteasomal a un 52% con 10
UM, CuHL2, en cambio, inhibid significativamente la actividad proteasomal a partir de 5

MM, Presenta una actividad del 68% con 5 uM y 41% con 10 uM .
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Figura 41. Ensayo de actividad proteasomal en extractos de células MG-63 luego de ser tratadas con
los complejos por 2hs. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=6). * Diferencia significativa

con el control (p<0.05).
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5.3.1.5 Induccion de Apoptosis

Se estudio la capacidad de los complejos de inducir la muerte celular programada. Para
ello se trataron las células MG-63 durante 24 hrs. Este proceso se estudidé usando
citometria de flujo, mediante el uso de la doble tincidn con Anexina V-FITC e ioduro de
propidio (IP) como marcadores. Los resultados estan representados en la figura 42 con
graficos de barras que muestran las diferentes poblaciones encontradas: células vivas
(An-/IP-), células apoptdticas tempranas (An+/IP-), células apoptodticas tardias (An+/1P+)
y células necrdticas (An-/IP+). Ademas, en el anexo se pueden observar las tablas con

los porcentajes celulares en cada poblacién, asi como los dot plots .
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Figura 42. Evaluacion de apoptosis mediante tincion con Anexina-FITC e IP. (A) CuHL1, (B) CuHL2. Los
resultados se expresan como el promedio + SEM (n=12). *Diferencias significativas con el control

p<0.05.

En los graficos se puede ver como CuHL1 y CuHL2 generaron un aumento significativo
de las células apoptdticas tempranas en 1 uM. Para CuHL1, las fracciones de células
An+/IP- aumentaron considerablemente, pasando de 1,2% (control) a 5,6%; mientras

gue para CuHL2 esta poblacion aumenta de 3,6% (control) a 9,2%.

En cuanto a la poblacién de células apoptodticas tardias, ambos complejos presentan
aumentos significativos dependiente de la concentracién. El tratamiento con CuHL1

genera un aumento en la poblacién An+/IP+ de 5,3% en el control, a 16,5% con 1 uM u
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a 58,2% con 2,5 uM. CuHL2, en cambio, ya produce un aumento significativo de células
apoptoticas tardias con 0,5 uM, pasando de 6,5% a un 26,1%. Asimismo, en 1 uM hay
un 26,9% de células An+/IP+, que alcanzan el 77,8% en 2,5 uM.

Ademas, se observd un aumento significativo de las células necrdticas en Ia
concentraciéon mas alta, 2,5 uM, de ambos complejos. La poblacion de células An-/IP+

representa el 4,3% para CuHL1 y el 5,5% para CuHL2, frente al 0,8% del control.

Estos resultados estan en concordancia con los estudios de citotoxicidad, y sugieren que
ambos compuestos son capaces de inducir apoptosis en la linea de OSA MG-63. Estos
resultados concuerdan con los estudios de viabilidad celular y proliferacién celular, lo
que sugiere que este complejo induce apoptosis en células de OSA, dependiendo de su

concentracion.

5.3.1.6 Estudio de posibles blancos moleculares de CuHL1 y CuHL2

Con el fin de investigar mds a fondo los posibles blancos moleculares relacionados con
la actividad antitumoral de los complejos en OSA, se llevd a cabo un analisis de
cuantificacion relativa (LFQ) en extractos de células de la linea MG-63 tratadas con una

concentracion de 1 uM de los complejos CuHL1 y CuHL2.

El analisis LFQ con LC-MS/MS Orbitrap (Thermo Scientific ™) identificé proteinas que se
expresan de manera diferencial entre las células tratadas con CuHL1 o CuHL2 y las
células no tratadas. Las proteinas encontradas fueron filtradas segin el cambio relativo

y el p-valor significativo (Figura 43).
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Figura 43. Volcano plots de log10(p-valor) vs -log2(cambio relativo) para las comparaciones de (A) CuHL1 vs Control

y (B) CuHL2 vs Control.

De las células tratadas con CuHL1, se identificaron un total de 27 proteinas que se
expresaron diferencialmente (sobre o sub) en comparacién con el control. Entre éstas,
17 proteinas estaban sobre-expresadas y 10 proteinas estaban sub-expresadas (Tabla
7). A partir de las células tratadas con CuHL2, se identificaron un total de 30 proteinas
diferencialmente expresadas en comparacién con el control. Entre éstas, 19 estaban

sobre-expresadas y 11 estaban sub-expresadas (Tabla 8).

Tabla 7. Proteinas diferencialmente expresadas en células MG-63 tratadas con CuHL1.

Gen Proteina Fold-change p-value
CCNB1 Ciclina-B1 especifica de mitosis G2 3,98 0,00573
HSPA1B Proteina heat shock 70 kDa 1B 3,14 0,00006
DNAIB4 Dnal homologa subfamilia B miembro 4 3 0,00197
DNAJB1 Dnal homologa subfamilia B miembro 1 2,89 0,00093

Ccbv3 Proteina CDV3 2,77 0,00978
DDAH1 N(G),N(G)-dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 1 2,71 0,00529

BAG3 Regulador de chaperonas 3 de la familia BAG 2,68 0,0082

S100P Proteina S100-P 2,67 0,02372
Proteina de cuerpos multivesiculares 2a
CHMP2A 2,59 0,0411
(Fragmento)
COX5A Citocromo c oxidasa subunidad 52 2,58 0,03924
RAB21 Proteina Rab-21 relacionada a Ras 2,54 0,00486

112



Cancer de Hueso

TIGAR Fructosa-2,6-bifosfatatasa 2,5 0,04512
LPCAT1 Lisofosfatidilcolina aciltransferasa 1 2,37 0,03862
CTH Cistationina gamma-liasa 2,35 0,00223
HSPH1 Proteina heat shock 105 kDa 1B 2,18 0,00435
ATP6V1C1 Protdon ATPasa tipo V, subunidad C1 2,14 0,03347
ATP50 ATP sintasa subunidad O 2,06 0,0093
GFM1 Factor de elongacion G, mitocondrial -10,38 0,00011
AARS2 Alanina-ARNt ligasa, mitocondrial -6,8 0,00283
RAD23A Proteina de reparacién por excisién UV -4,6 0,01365
CARS2 Cisteina-ARNt ligasa, mitocondrial -3,35 0,04015
POLD1 ADN polimerasa -2,85 0,00887
SDHA Succinato deshidrogenasa -2,58 0,02795
CYP51A1 Lanosterol 14-alfa demetilasa -2,47 0,00008
TXNL1 Proteina tipo tiorredoxina -2,23 0,00122
Proteina 52 asociada a la clasificacidn de proteinas
VPS52 -2,23 0,04784
vacuolares
PKM Piruvato kinasa -2 0,00789
Tabla 8. Proteinas diferencialmente expresadas en células MG-63 tratadas con CuHL2.

Gen Proteina Fold-change p-value
HSPA1B Proteina heat shock 70 kDa 1B 3,55 0,00002
CCNB1 Ciclina B1 especifica de la fase G2/mitosis 3,50 0,00148
WASHC4  Subunidad 4 del complejo WASH 3,01 0,02947
BAG3 Regulador de chaperonas 3 de la familia BAG 2,95 0,00628
DNAJB4 Dnal homologa subfamilia B miembro 4 2,84 0,00094
uspr47 Ubiquitina carboxil-terminal hidrolasa 47 2,81 0,03926
HSPH1 Proteina heat shock 105 kDa 1B 2,70 0,00092
CASP8 Caspasa 8 2,64 0,01757
ATP5PB ATP sintasa subunidad B1 2,32 0,00052
CTH Cistationina gamma-liasa 2,25 0,00227
SLC27A2 Sintasa de acl-CoA de cadena larga 2,21 0,03426
CDbv3 Proteina CDV3 2,20 0,00282
DNAJB1 Dnal homologa subfamilia B miembro 1 2,19 0,02005
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ATP5F1C ATP sintasa subunidad O 2,13 0,01573
ATP50 ATP sintasa subunidad O 2,10 0,00855
DDB2 Proteina 2 de unién a dafio del ADN 2,06 0,01719
ATPS5MF- Lectura continua de ATP5MF-PTCD1. 2,04 0,01108
PTCD1

TIGAR Fructosa-2,6-bifosfatatasa 2,03 0,03234
MINPP1 Fosfatasa de polifosfato de inositol multiple. 2,03 0,03739
GFM1 Factor de elongacién G, mitocondrial -15,22 0,00028
AARS2 Alanina-tARN ligasa, mitocondrial -4,76 0,01167
IVD Isovaleril-CoA deshidrogenasa -2,96 0,01431
DHFR Dihidrofolato reductasa -2,82 0,00243
ACSF3 Malonato-CoA ligasa -2,77 0,01462
TXNL1 Proteina tipo tiorredoxina -2,68 0,00007
SDHA Succinato deshidrogenasa -2,66 0,00060
TUBB2B Beta tubulina cadena 2B -2,09 0,02646
POLD2 ADN polimerasa -2,09 0,03844
MPI Manosa-6-fosfato isomerasa -2,03 0,02428
NADK2 NAD quinasa 2 -2,02 0,00865

Para comprender mejor las caracteristicas bioldgicas de las proteinas diferencialmente
expresadas, se utilizaron un conjunto de herramientas bioinformaticas. En primer lugar,
se utilizé el analisis de enriquecimiento de STRING para analizar si hay enriquecimiento
de alguna de las categorias de Gene Ontology (GO). Las figuras 44 y 45 muestran los
términos GO que se encuentran estadisticamente sobrerrepresentados (valor p < 0,05
después de la correccion de Benjamini). En el anexo se encuentran las tablas con

informacién detallada de cada categoria.
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Figura 44. Andlisis de enriquecimiento GO de las proteinas sobre-expresadas luego del tratamiento con (A) CuHL1 y (B) CuHL2. Los
porcentajes de representacion de cada categoria fueron determinados como el porcentaje sobre el total de las proteinas

diferencialmente expresadas.
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Figura 45. Analisis de enriquecimiento GO de las proteinas sub-expresadas luego del tratamiento con
CuHL2. Los porcentajes de representacion de cada categoria fueron determinados como el porcentaje

sobre el total de las proteinas diferencialmente expresadas.

Al analizar las proteinas sobre-expresadas en ambos complejos, se observa que los
principales procesos biolégicos enriquecidos estan relacionados con las proteinas de
choque térmico (HSP) y co-chaperonas. Estos procesos incluyen la "Respuesta a
proteinas mal plegadas"”, la "Regulacién de la respuesta al estrés por calor" y el
"Replegamiento de proteinas dependiente de co-chaperonas". Las proteinas
involucradas en estos procesos son principalmente de la familia de HSP70 (HSPA1B,
HSPH1, BAG3, DNAJA1 y DNAIJB1). Al igual que en los resultados en cancer de mama,
este incremento de la expresién de las HSPs puede ser explicado por la generacién de
estrés del RE que lleva a la UPR. En los estudios anteriores se demostré que ambos
complejos son capaces de producir ERO e inhibir la actividad proteasomal, dos procesos
relacionados con la generaciéon de estrés del RE [115]. Ademads, dentro de los
componentes celulares enriquecidos por CuHL1 se encuentra el agresoma. Estas
estructuras son agregaciones de proteinas mal plegadas que se forman como

consecuencia del estrés del RE [116].

Otro proceso biolégico en comun que se encuentra en las proteinas sobre-reguladas es
el de “Procesos metabdlicos del ATP”. Las proteinas involucradas en este proceso

incluyen las subunidades de la ATP sintasa: ATP50, ATP6V1C1, ATP5C1 y ATP5F1.

En cuanto a las proteinas sub-reguladas, CuHL1 no presentd enriquecimiento en ninguna
de las categorias de GO. CuHL2 muestra una disminucidon de proteinas mitocondrial, las

cuales representan mas del 60% de las proteinas sub-reguladas por este complejo.

Se utilizé la base de datos STRING para llevar a cabo un andlisis de interaccidn proteina-
proteina (PPl), con el objetivo de evaluar las interacciones entre las proteinas
expresadas de manera diferencial en respuesta a los tratamientos con los complejos. En
estas redes, los nodos representan proteinas y los bordes representan las interacciones
entre dos proteinas, siendo el grosor de la linea indicativo de la fuerza de los datos

respaldando dichas interacciones. Se empled el algoritmo de clustering de Markov (MCL)
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para identificar la formacidn de grupos con interacciones proteina-proteina

significativas.
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Figura 46. Redes de interaccidn para proteinas sobre-expresadas en respuesta al tratamiento con (A) CuHL1 y (B) CuHL2,

generadas utilizando la base de datos STRING.
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Figura 47. Redes de interaccion para proteinas sub-expresadas en respuesta al tratamiento con (A) CuHL1 y (B) CuHL2, generadas

utilizando la base de datos STRING.

La figura 46 muestra las redes generadas para proteinas sobre-expresadas luego del
tratamiento con los complejos. En ambas redes se formaron importantes clusters de

interaccion con proteinas HSPs y co-chaperonas: BAG3, DNAJB1, DNAJB4, HSPA1B,
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HSPH1 y CDV3. Estos clusters se correlacionan con los procesos bioldgicos enriquecidos

en el analisis de GO relacionados con el estrés del RE y la UPR.

A su vez, se observan en ambas redes clusters relacionados con la cadena
transportadora de electrones mitocondrial y la sintesis de ATP. En estos clusters
encontramos subunidades de la ATPsintasa, como ATP50, ATP6V1C1, ATP5C1 y ATP5F1,
y la citocromo c oxidasa. Las mitocondrias participan en las vias metabdlicas vy
biosintéticas que impulsan el desarrollo y la progresion del cancer. Ademas de la
produccién de energia, controlan muchos pardmetros vitales en las células tumorales,
como la formacién de ERO, los niveles de calcio citosélico y finalmente, el inicio de la
apoptosis. La ATP sintasa desempeiia un papel critico en estos eventos mitocondriales
y sus adaptaciones en el cancer, al afectar el metabolismo del cancer, la homeostasis del
calcio y la formacién de ERO. Adema3s, esta enzima participa a través de sus funciones
en diferentes aspectos del crecimiento tumoral. La actividad de la ATP sintasa se
correlaciona en diferentes modelos de cancer con la progresién tumoral, la proliferaciéon
y el comportamiento metastasico [117]. Sin embargo, la ATP sintasa juega un rol
importante en la induccién de la apoptosis. En las células tumorales, se ha demostrado
gue la inhibicion de la ATP sintasa retrasa la liberacion de citocromo c de las
mitocondrias al prevenir la produccion de ERO, una cascada de muerte celular que es
inducida por el tratamiento con estaurosporina [118]. Se cree que la ATP sintasa es un
componente principal del poro de transiciéon de permeabilidad mitocondrial (PTP). PTP
es un efector clave en las vias mitocondriales que conducen a la muerte celular. La

activacion del PTP es estimulada por el calcio, acidos grasos libres y ROS [119].

La figura 47 muestra las redes generadas para proteinas sub-expresadas luego del
tratamiento con los complejos. No se observan la presencia de clusters significativos en

estas redes.

5.3.2 Estudio de la actividad anticancerigena de los complejos sobre esferoides
multicelulares

Para seguir estudiando la capacidad antitumoral de estos complejos de cobre, se

utilizaron esferoides multicelulares, los cuales son un modelo tridimensional, que
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representa en mayor medida la complejidad de los tumores sdlidos. Se generaron
esferoides multicelulares de la linea MG-63 por el método hanging drop. Los esferoides
fueron expuestos a los dos complejos por un periodo de 48hrs. Luego de la incubacion

se adiciond resazurina y se procedio a leer la fluorescencia en un espectrofluorémetro.
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Figura 48. Grdfica de viabilidad celular de los esferoides de la linea MG-63 vs concentracién de los
complejos. Método Resazurina. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=18). *Diferencia

significativa con el control (p<0.05).

La figura 48 muestra cdmo varia la viabilidad celular con la concentracion de CuHL1 y
CuHL2. Con ambos complejos la viabilidad celular de los esferoides disminuye
significativamente al aumentar la concentracién. Los dos complejos presentan actividad
antitumoral en todo el rango de concentraciones analizadas (2,5-25 uM). Los valores de
ICs0 obtenidos fueron: CuHL1 9,05 + 1,00 uM; CuHL2 9,93 + 1,42 uM. Estos valores son
aproximadamente 4 veces mayores a los obtenidos en monocapa. Esta diferencia entre
los modelos 2D y 3D se puede deber a la resistencia multicelular. Los esferoides suelen
presentar mayor resistencia a los compuestos antiproliferativos debido a una menor
penetracién de las drogas y a variaciones en el microambiente dentro del esferoide,
como el pH, la hipoxia y la matriz extracelular [120]. De manera similar a los tumores in
vivo, la regidn hipdxica dentro del esferoide reduce la tasa de divisidn celular, lo que

disminuye los efectos antiproliferativos de compuestos como el CisPt [63]. Debido a
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estas diferencias en la respuesta celular a agentes citotdxicos, el uso de esferoides
multicelulares es considerado una herramienta fundamental en el desarrollo y la

investigacion in vitro de nuevas drogas antitumorales.

También se estudio el efecto del CisPt sobre los esferoides de MG-63. El ICso calculado

para esta droga de referencia es de 65,1 + 5,6 uM, 7 veces mas alto que el de los

complejos de cobre.
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Figura 49. Fotos de esferoides de la linea MG-63 luego del tratamiento con diferentes concentraciones
de (A) CuHL1 y (B) CuHL2. Fotografias tomadas con el microscopio éptico Olympus BX50, con un
objetivo 40x. Volumen de los esferoides luego del tratamiento con (C) CuHL1 y (D) CuHL2. Los

resultados se expresan como la media +SEM (n=18). *Diferencia significativa con el control (p<0.05).

La figura 49 muestra micrografias de los esferoides que fueron tomadas al finalizar el
tratamiento. Se puede observar cémo al aumentar la concentracion de CuHL1 y CuHL2,
se produce una modificacion en la forma esférica de los esferoides, disminuye su
compactacion y se desprenden las células del exterior, alterando el borde externo de los

mismos. Adicionalmente, se calculé el volumen de los esferoides al finalizar la
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incubacién con los complejos (Figura 49 C y D). Ambos complejos producen una
disminucion en el volumen de los esferoides, CuHL1 a partir de 15 uM, mientras que

CuHL2 a partir de 10 uM.

5.3.3 Estudio del efecto de CuHL1 en un modelo in vivo

Si bien el estudio in vitro del accionar antitumoral de compuestos antitumorales suele
brindar informacidn valiosa vinculada a sensibilidad y mecanismos de accion asociados,
es importante poder estudiar el papel de los mismos en un contexto in vivo. Los modelos
animales permiten reproducir de manera mads certera las caracteristicas genéticas e
histopatoldgicas de los tumores, asi como también reproducir la heterogeneidad vy el
microambiente tumoral, siendo mas ventajosos y relevantes que los modelos in vitro

[121].

Teniendo en cuenta los resultados in vitro expuestos anteriormente sobre células de
OSA, se decidid continuar con la evaluacién in vivo de la actividad antitumoral de CuHL1.
Este complejo presenta un menor valor de ICsp que CuHL2, 1,98 uM frente a 2,57 uM; y

a su vez, CuHL1 tiene un mejor valor de IS, lo que podria implicar una menor toxicidad.

Para realizar el estudio in vivo, se generaron xenotrasplantes de la linea de OSA humano
MG-63 en ratones atimicos N:NIH(S) Fox1"¥/"u. E| tratamiento consistié en 3 dosis

semanales de CuHL1 de 2 mg/kg/dia i.p. durante 30 dias (Figura 50).

Inyeccion subcutanea
de 5x10° células MG-63
con Matrigel
en ratones Nude

1 3 10 17 30
I
T, 1 CuHL1

-"'*"’"" CTEE 11 T1 T oo

Figura 50. Disefio experimental del protocolo de progresion tumoral utilizado para evaluar el efecto in

4

vivo del tratamiento con CuHL1, sobre xenotrasplantes de OSA MG-63 en ratones atimicos. El grupo

control recibié solucién fisioldgica en lugar de la droga.
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5.3.3.1 Efecto del tratamiento con CuHL1 sobre la progresion tumoral

En la figura 51A se muestran las curvas de crecimiento tumoral correspondientes al
control y CuHL1. Luego de 4 semanas de tratamiento, los animales tratados con CuHL1
alcanzan un volumen final de 172,1 + 69,9 mm?3, mientras que el volumen de los
animales control es de 288,5 + 60,1 mm3. CuHL1 generd una inhibicién del crecimiento
tumoral de un 40,3% en comparacion al control. Los valores de peso tumoral resecado
confirman el efecto del complejo sobre la carga tumoral final (Figura 51B). El
tratamiento con CuHL1 produjo una reduccién del 29% en el peso tumoral con respecto
al control (control: 170,4 + 28,5 mg; CuHL1: 121,0 + 35,9 mg). Ademas, al analizar las
tasas de crecimiento tumoral (TCT) a dia 29 (Figura 51C), el tratamiento con CuHL1 logré
una reduccién estadisticamente significativa de la TCT, mostrando un porcentaje de
inhibicion del 30,2%. La figura 52 muestra imagenes representativas de los
xenotrasplantes MG-63 en ratones atimicos pertenecientes a los distintos grupos
experimentales. Estas fotografias fueron tomadas el dia 30 del protocolo, antes de su

finalizacion.
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Figura 51. Progresion tumoral. (A) Curvas de crecimiento tumoral de los grupos experimentales,
expresado como el volumen tumoral promedio. Se utilizaron 5 animales por grupo experimental. (B)
Peso de las piezas tumorales resecadas luego de la necropsia a dia 30. (C) Tasas de crecimiento tumoral
de los grupos experimentales entre los dias 3 y 29. Los resultados se expresan como la media +SEM

(n=6). * Diferencia significativa con el control (p<0,05).
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Control

Figura 52. Imagenes representativas de xenotrasplantes MG-63 en ratones atimicos pertenecientes a

los distintos grupos experimentales tomadas el dia 30 de protocolo previo a la finalizacidn.

5.3.3.2 Efecto del tratamiento con CuHL1 sobre el indice mitotico tumoral

La determinacién del indice Mitético (IM) en preparados histolégicos de muestras
tumorales de OSA es utilizada para evaluar el nivel de proliferacion del tejido
transformado [122]. Dado que una mitosis elevada esta asociada a OSA mds agresivos y
una prognosis significativamente peor, una vez finalizado el protocolo in vivo se calculd
el IM en distintas secciones de los tumores pertenecientes a los distintos tratamientos.
El IM fue expresado como el nimero de cuerpos mitéticos por HPF a una magnificacién
final de 400X. Se encontrd que los IM del grupo control y CuHL1 fueron 4,7 +2,7y 2,4 +

1,4 respectivamente (Figura 53).
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Control CuHL1

indice mitético
(N° mitosis/400X HPF)

Figura 53. (A) Cuantificacion del indice mitético (IM) en muestras tumorales de los distintos grupos
experimentales. El IM se expresé como el nUmero de cuerpos mitdticos por HPF. (B) Imagenes
representativas de preparados histoldgicos tefiidos mediante H&E de las piezas tumorales de cada
grupo experimental. Las flechas sefialan los cuerpos mitéticos encontrados. Aumento 400X. Los

resultados se expresan como la media +SEM. * Diferencia significativa con el control (p<0,05).

5.3.3.3 Efecto del tratamiento con CuHL1 sobre la necrosis tumoral

La evaluacién cuantitativa de la necrosis tumoral en OSA se ha convertido en una
herramienta sumamente relevante para la evaluacién de la respuesta terapéutica y del

prondstico de la enfermedad [123].

Se realizd la cuantificacidn de las regiones viables y no viables de los tejidos tumorales y
se determinaron las tasas de necrosis tumoral ajustadas (TNA) de todos los grupos
experimentales (Figura 54). El tratamiento con CuHL1 fue capaz de aumentar
significativamente la TNA en comparacion con el control, desde 57,1+9,6a 73,3 +5,1%

respectivamente.
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Figura 54. (A) Porcentaje de necrosis tumoral en muestras tumorales bajo los distintos tratamientos
explorados. El valor fue ajustado a la variacion de volumen tumoral y expresado como tasa ajustada de
necrosis tumoral. (B) Imagenes representativas de las secciones tumorales completas de los distintos
grupos experimentales. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=6). * Diferencia significativa

con el control (p<0,05).

5.3.3.4 Evaluacion de los efectos toxicos

El tratamiento con CuHL1 fue bien tolerado por los animales, no detectandose cambios
significativos en su peso corporal (Figura 55), asi como tampoco modificaciones en el

consumo de agua y alimento durante todo el protocolo.
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Figura 55. Peso corporal de los animales durante el protocolo.
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La figura 56 muestra el analisis histopatoldgico de rifidn, higado y cerebro luego del
tratamiento con CuHL1. No se observaron alteraciones histopatoldgicas o sefiales de
toxicidad en los tejidos hepatico y cerebral. Sin embargo, regiones aisladas de necrosis

tubular aguda se detectaron en el tejido renal.

Cerebro

Control

CuHL1

Figura 56. Microfotografias representativas de tejido renal (cértex), hepatico (triada portal) y cerebral

(cortex) recuperados de ratones tratados con CuHL1 o control. Aumento 400X.

Por otro lado, se analizaron parametros bioquimicos y hematolégicos luego del
tratamiento. Los resultados se muestran en las tablas 9 y 10. Se encontraron aumentos
no significativos en los niveles de la alanina aminotransferasa y la aspartato
aminotransferasa con el tratamiento con CuHL1 en comparacién al control. Por otro
lado, los niveles de proteinas totales, creatinina y bilirrubina no se vieron alterados.

El analisis hematoldgico mostrd un descenso significativo del conteo de monocitos en
los ratones tratados con CuHL1, vinculados a la posible actividad citotéxica de este
complejo. A su vez, el tratamiento con el complejo produjo un aumento no significativo

de la cantidad de basdfilos.
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Tabla 9. Pardmetros bioquimicos y hematoldgicos generales de

Cancer de Hueso

los ratones luego de los distintos

Parametros
< =
S1: % s | €
_— -_ -
3 -’E E E — _8 © oo © ©
2 g S v | 8 © cE| ¢ = = | =28
0 ] o et o = c ‘e c = 3 ~ £ 5
o = - - w £ | = s 8| = € = =2 £
£ 9 & | g P3| EL|g¥| K K | 283
T &= = |SE|lzga 55| 65E| 2 I | <o
Control 21,40 38,67 72,58 2,87 81,17 4,21 0,02 0,13 135,7 40,17 2,52
+1,32 +1,86 | +4,30 | 1,04 | +13,51 | +0,40 | 0,01 | +0,04 | 16,33 | +11,48 +0,18
CuHL1 21,76 39,25 | 72,00 1,83 87,00 3,94 0,01 0,13 191,8 68,75 2,64
+0,59 +2,22 | +4,68 | +0,64 | +18,20 | +0,69 | +0,01 | +0,06 | *62,38 | 46,02 +0,38
RBC: glébulos rojos. WBC: gldbulos blancos. AST: aspartato aminotransferasa. ALT: alanina aminotransferasa. 1U:
unidades internacionales.
Tabla 10. Formula leucocitaria absoluta en ratones luego de los distintos tratamientos explorados.
* Diferencia significativa con el control (p<0,01)
Férmula Leucocitaria absoluta
Neutréfilo Neutréfilos . g . . . .
Eosinéfilos Basdfilos Linfocitos Monaocitos
en Cayado | Segmentados
Control 0,0+0,0 238,8+204 0,0+0,0 56,5+39,7 2410+866,3 102,4+47,3
CuHL1 0,0+0,0 61,5163 2,25+6,5 131+88,3 1567%583,9 17,3+7,5%*
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6 CONCLUSIONES

El desarrollo de fdrmacos es un proceso complejo el cual inicia con la identificacién de
compuestos que muestran actividad biolégica en un ensayo de tamizaje. La mayoria de
los medicamentos que estan en uso clinico son el resultado de un proceso de
investigacion muy complejo y de larga duracion. Por ello, es necesaria la union de
esfuerzos de diferentes disciplinas cientificas para descubrir y desarrollar medicamentos

con efectos clinicos benéficos y efectos secundarios minimos.

En este sentido, el objetivo de este trabajo fue estudiar las propiedades antitumorales
de dos complejos de cobre(ll) con ligandos derivados de hidrazonas, y dilucidar su
mecanismo de accién en lineas humanas de cancer de mama y de cancer de hueso. Para
llevar a cabo este objetivo, se utilizaron dos sistemas de cultivo in vitro, el sistema

monocapa (2D) y el de esferoides multicelulares (3D), y un modelo in vivo.

En un primer lugar, se analizd la actividad antitumoral de una serie de complejos de
Cu(ll) con ligandos derivados de hidrazonas. Se puede inferir que la actividad citotéxica
de los complejos de cobre esta influenciada por la geometria y/o la carga de los mismos,
siendo mas activos los complejos de estequiometria 1:1 L:M. En particular, los complejos

CuHL1 y CuHL2 fueron los mas citotdxicos en las lineas de cancer de mama y OSA.

Por otro lado, la hipétesis 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 accidn. Esto fue demostrado ya que
los dos complejos presentaron mayor citotoxicidad que los respectivos ligandos o Cu

libre.

Se decidié continuar con los estudios de la actividad anticancerigena de los complejos
CuHL1 y CuHL2 en cancer de mama y OSA, debido a los resultados de citotoxicidad, asi
como la vacancia farmacolégica presente para este tipo de tumores por diversos

problemas con los tratamientos actuales.
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6.1 CANCER DE MAMA
A partir de los resultados observados podemos concluir que CuHL1 y CuHL2 tienen

efectos citotdxicos sobre las lineas tumorales de cancer de mama. Se estudiaron los
posibles mecanismos de accion mas reportados para complejos de cobre, como la
interaccidon con ADN, la produccién de ERO, y la inhibicidn de la actividad proteasomal.
Se encontrd que ambos complejos son capaces de interaccionar con la molécula de ADN,
demostrado por su interaccion con el CT-DNA, y la ruptura de la hebra de ADN,
evidenciado por el ensayo cometa. Ademads, se demostré su capacidad de generar ERO
e inhibir la actividad proteasomal. Todo esto lleva finalmente a una induccién de la

apoptosis celular.

Para descubrir los posibles blancos y rutas moleculares alteradas por los compuestos se
realizé un estudio de protedmica comparando la expresidén de proteinas entre las células
tratadas y no tratadas. Los andlisis funcionales y bioinformaticos de los resultados
demostraron modos de accién similares para ambos complejos, lo cual era esperado
debido a los resultados similares obtenidos previamente in vitro. El tratamiento con
CuHL1 y CuHL2 generd un incremento de proteinas involucradas en el estrés de RE y la
UPR. Estos resultados podrian estar relacionados a la generacién de ERO y la inhibicién
de la actividad proteasomal, los cuales son procesos que pueden generar estrés en RE.
Asi mismo, se encontrd una disminucién de proteinas relacionadas en la replicacion y
reparacion del ADN, la cual puede deberse a la capacidad de ambos compuestos de
interaccionar y generar dafio en el ADN. Ademas, se encontrd un efecto novedoso y
nunca antes descripto para metalofdrmacos de cobre, que se relaciona con la
disminucion de la expresion de proteinas relacionadas con el metabolismo vy la sintesis
de lipidos. Las células cancerigenas tienen un mayor requerimiento de lipidos, ya sea
para la sintesis de nuevas membranas bioldgicas, o como fuente de energia. Es por esto
gue una disminucion en los niveles lipidicos puede resultar beneficioso en el tratamiento

antitumoral.

Por otro lado, ambos complejos demostraron tener una gran actividad citotdxica en los
modelos de cancer de mama 3D. En esferoides multicelulares se obtuvieron valores de
ICso cercanos a los obtenidos en monocapa. Esto demuestra la potencia de estos

complejos, ya que en general se observa una disminucién en el efecto antitumoral
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cuando se pasa de un modelo 2D a una 3D debido a la resistencia multicelular. Ademas,
los dos complejos ejercen un efecto inhibitorio en la formaciéon de mamoesferas, y una

disminucion en la poblacion de CMC.

Estos datos sugieren que los complejos CuHL1 y CuHL2, son potenciales candidatos para
futuras investigaciones en ensayos in vivo para estudiar su eficacia y actividad en ese
tipo de modelos y determinar finalmente su potencial actividad terapéutica en tumores

mamarios.

6.2 CANCER DE HUESO

En la linea celular de OSA (MG-63), ambos complejos presentaron actividad antitumoral,
siendo capaces de inhibir la viabilidad y la proliferacion celular en un rango de

concentraciones sub-micromolares.

También se estudiaron los mecanismos de accién mas comunes para los complejos de
cobre. Se encontrd que, al igual que en las lineas de cancer de mama, CuHL1 y CuHL2
fueron capaces de generar dafo en el ADN, inhibir la actividad proteasomal e inducir la

muerte celular programada.

Se realizé un estudio de proteédmica para descubrir los posibles blancos y rutas
moleculares alteradas por los compuestos. Los analisis funcionales y bioinformaticos de
los resultados demostraron que ambos complejos, al igual que en la linea de cancer de
mama, generan una sobre-expresion de proteinas relacionadas el estrés de RE y la UPR.
Estos procesos pueden deberse a la generacion de ERO vy la inhibicién de la actividad
proteasomal. Ademas, se observa un incremento en proteinas relacionadas con la
sintesis de ATP, al igual que una disminucion de proteinas mitocondriales, lo cual podria

indicar una alteracion de las actividades mitocondriales.

También se utilizé el modelo de esferoides multicelulares de la linea MG-63. Ambos
complejos demostraron tener una gran actividad citotéxica en el modelo 3D de OSA,
afectando también la forma y volumen de los esferoides. En esta linea, los valores de
ICso obtenidos para el modelo 3D fueron 4 veces mas grandes que los encontrados en

monocapa. Esta diferencia se debe a la resistencia multicelular generada por las
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variaciones en el microambiente dentro del esferoide, como el pH, hipoxia, la matriz

extracelular, y a la diferencia en la penetracion de la droga.

Finalmente, se estudid el efecto de CuHL1 in vivo en ratones atimicos N:NIH(S) Fox1m/un
xenotransplantados con MG-63. El tratamiento durante 4 semanas con CuHL1 (2 mg/kg
i.p. tres veces por semana) afecté notablemente la progresién tumoral, aumentando la
necrosis y reduciendo la tasa de crecimiento tumoral y el indice mitético, los cuales son
resultados alentadores para el tratamiento antitumoral. Es importante destacar que no
se observaron alteraciones histopatoldgicas ni signos importantes de toxicidad en el
tejido hepatico o cerebral y se observaron aumentos no significativos en los niveles de
alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa en los animales tratados con
CuHL1. Ademas, los niveles de proteina total, creatinina y bilirrubina permanecieron
inalterados. Sin embargo, se observo una caida significativa en el recuento de monocitos

en los ratones tratados con el complejo de cobre.

Todas estas evidencias sugieren que los complejos de cobre(ll) demuestran una

prometedora actividad anticancerigena contra OSA.

Estos datos alentadores sugieren que el complejo CuHL1 es un potencial candidato para
ser estudiado in vivo en un modelo singeneico de OSA, donde se puedan abordar

aspectos inmunoldégicos de la ya probada actividad antitumoral del mismo.
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7 ANEXO

7.1 COMPLEJOS DE COBRE

7.1.1 Viabilidad celular
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Figura 55. Grafica de viabilidad celular vs concentracién del complejo CuHL1. Método MTT. Los

resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa con el control (p<0.05).
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Figura 56. Grafica de viabilidad celular vs concentracién del complejo CuHL2. Método MTT. Los

resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa con el control (p<0.05).
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Figura 57. Grafica de viabilidad celular vs concentracién del complejo CuHL3. Método MTT. Los

resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa con el control (p<0.05).
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Figura 58. Grafica de viabilidad celular vs concentracién del complejo Cul4. Método MTT. Los

resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa con el control (p<0.05).
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Figura 59. Grafica de viabilidad celular vs concentracién del complejo Cul5. Método MTT. Los

resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa con el control (p<0.05).
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Figura 60. Grafica de viabilidad celular vs concentraciéon del complejo ZnL5. Método MTT. Los

resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa con el control (p<0.05).
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Figura 61. Grafica de viabilidad celular vs concentracion del complejo VOL5. Método MTT. Los

resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa con el control (p<0.05).

7.2 CANCER DE MAMA

7.2.1 Viabilidad celular
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Figura 62. Graficas de viabilidad celular vs concentracién de HzL1, H2L2 y Cu(ll) en la linea MCF7.

Método MTT. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa con el

control (p<0.05).
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Figura 63. Graficas de viabilidad celular vs concentracién de H:L1, H2L2 y Cu(ll) en la linea MDA-MB-

231. Método MTT. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa

con el control (p<0.05).
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7.2.2 Induccion de Apoptosis

7.2.2.1 CuHL1
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Figura 64. Dot plots de los resultados de apoptosis de la linea celular MCF7 obtenidos luego del

tratamiento con CuHL1.

Tabla 11. Tabla de los resultados de apoptosis de la linea celular MCF7 obtenidos luego del tratamiento

con CuHL1.

Vivas

Control 87,86+0,26

0,5 70,28 + 3,91

1 38,13+1,31

2,5 3,65+0,18

An+

0,81+0,01

6,29+3,71

1,72+ 0,54

1,12+0,19

IP+ An+/IP+

9,27+0,43 2,05+0,15

11,89+1,39 11,55+1,48

34,82 +8,02 25,32+6,98

39,46 £9,29 55,76 +9,23
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Figura 65. Dot plots de los resultados de apoptosis de la linea celular MDA-MB-231 obtenidos luego del

tratamiento con CuHL1.

Tabla 12. Tabla de los resultados de apoptosis de la linea celular MDA-MB-231 obtenidos luego del

tratamiento con CuHL1.

Vivas An+ IP+ An+/1P+
Control 90,90+0,12 3,62+0,46 1,33+0,32 4,15+0,11
0,5 83,72+0,87 4,80+0,67 2,30+0,43 9,18+0,67

1 58,83+3,07 4,56+0,88 4,45+0,67 32,17+1,71

2,5 0,04+0,01 0,08+0,01 0,29+0,06 99,59+0,07
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7.2.2.2 CuHL2
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Figura 66. Dot plots de los resultados de apoptosis de la linea celular MCF7 obtenidos luego del

tratamiento con CuHL2.

Tabla 13. Tabla de los resultados de apoptosis de la linea celular MCF7 obtenidos luego del tratamiento

con CuHL2.

Vivas An+ 1P+ An+/IP+
Control 80,7+09 1906 126+20 49+2,1
0,25pM 776+26 50+21 91+06 82+1,7
o5uM 550+6,5 3,1+10 13,8+25 28,0+%5,5
0,75uM 27,8+2,3 2,3+08 19,2+3,7 50,8+25

i1uyM 20,7+58 4,7+1,1 43+09 70469
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Figura 67. Dot plots de los resultados de apoptosis de la linea celular MDA-MB-231 obtenidos luego del

tratamiento con CuHL2.

Tabla 14. Tabla de los resultados de apoptosis de la linea celular MDA-MB-231 obtenidos luego del

tratamiento con CuHL2.

Vivas An+
Control | 959+0,5 1,4%0,2
0,25pM 94,1+0,6 1,5%0,1
o5uM 91,4+04 2,4+0,2

0,75puM 53,4+4,7 19,1+1,5

1pMm  42,0%+15 14,0%0,7

7.2.3 Estudio de posibles blancos moleculares

7.2.3.1 Proteinas sobre-reguladas

1P+

0,6+0,1

1,3+0,5

1,3+0,2

1,6+0,1

1,7+0,2

An+/IP+

2,1+x0,3

3,1x0,1

4,9+0,2
259+3,4

42,4+2,4

Tabla 14. Analisis de enriquecimiento GO de las proteinas sobre-expresadas luego del tratamiento con

CuHL1. Los porcentajes de representacion de cada categoria fueron determinados como el porcentaje

sobre el total de las proteinas diferencialmente expresadas.

Procesos bioldgicos Porcentajes

Proteinas
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DNAJB1, THBS1, HSPH1, BAG3,

Respuesta a proteinas no plegadas 21,4

HSPA1B, DNAJA1

s ZNF622, DDX21, RPL12, RPL7A, RPSS,

Biogénesis ribosomal 21,4

RPL10
Regulacion negativa de sefializacién 5 THBS1, GCLM, SLC25A5, HSPA1B,
apoptotica ’ DNAJA1
Plegamiento de proteinas mediado por

14,3 DNAJB1, HSPH1, CHORDC1, HSPA1B

chaperonas
Respuesta al calor 14,3 THBS1, BAG3, HSPA1B, DNAJA1

Replegamiento de proteinas dependiente de
10,7 DNAJB1, HSPH1, HSPA1B

cofactores de chaperonas

Funciones moleculares Porcentajes Proteinas
FUS, ZNF622, CSTF3, RPL21, DDX21,
Union a ARN 46,4 RPL12, SLC25A5, RPL7A, HSPA1B, KTN1,
RPS8, TOP2A, RPL10
Constituyentes estructurales de ribosomas 17,9 RPL21, RPL12, RPL7A, RPSS8, RPL10
Unidn a proteinas heat shock 14,3 DNAJB1, CHORDC1, HSPA1B, DNAJA1
Unién al dominio RING finger de tipo C3HC4 7,1 HSPA1B, DNAJA1
Actividad de factor de intercambio de
adenil-nucleétido 71 HSPHL, BAG3
Componentes celulares Porcentajes Proteinas

DNAIJB1, ACTC1, ZNF622, HSPH1, RPL21,
DDX21, ARHGEF18, RPL12, BAG3, GCLM,

Citosol 60,7 RPL7A, HSPA1B, DNAJAL, SRXN1, RPSS,
RPL10, MAP1LC3B2
SLC25A3, DNAJB1, ARF3, THBS1, ACTC1,
Exosoma extracelular 39,3 HSPH1, ARHGEF18, RPL12, HSPA1B,
DNAJA1, RPS8
Ribosoma citosolico 17,9 RPL21, RPL12, RPL7A, RPS8, RPL10
Adhesion focal 17,9 ACTC1, RPL12, RPL7A, HSPA1B, RPS8

Tabla 15. Analisis de enriquecimiento GO de las proteinas sobre-expresadas luego del tratamiento con
CuHL2. Los porcentajes de representacion de cada categoria fueron determinados como el porcentaje

sobre el total de las proteinas diferencialmente expresadas.

Procesos bioldgicos Porcentajes Proteinas
3 DNAJB1, THBS1, HSPA6, HSPH1, BAG3,
Respuesta a proteinas no plegadas 30,4
HSPA1B, DNAJA1
Regulacién negativa de seializacion 917 THBS1, GCLM, SLC25A5, HSPA1B,
apoptética ’ DNAJA1

141



Respuesta al calor

Replegamiento de prot dependiente de
cofactores de chaperonas

Respuesta celular al calor

Regulacién negativa del establecimiento de
proteinas en mitocondria

Funciones moleculares

Unidn a proteinas heat shock

Actividad regulatoria de ATPasa

Unidén a chaperonas

Unidn a proteinas no plagadas

Actividad de activacidon de ATPasa
Chaperona de plegamiento de proteinas
Unién al dominio de RING finger tipo C3HC4
Actividad de factor de intercambio de
adenil-nucleétido

7.2.3.2 Proteinas sub-reguladas

21,7

17,4
17,4

8,7

Porcentajes

26,1

21,7

17,4
17,4
13,0
13,0
8,7

8,7

Anexo

THBS1, HSPA6, BAG3, HSPA1B,
DNAJA1

DNAJB1, HSPA6, HSPH1, HSPA1B
THBS1, HSPA6, BAG3, HSPA1B

BAG3, DNAJA1

Proteinas

AHSA1, DNAJB1, HSPA6, CHORDC1,
HSPA1B, DNAJA1

AHSA1, DNAJB1, HSPH1, BAG3,
DNAJA1

AHSA1, DNAJB1, BAG3, DNAJA1
DNAJB1, HSPA6, HSPA1B, DNAJA1
AHSA1, DNAJB1, DNAJA1

DNAIJB1, HSPA6, HSPA1B

HSPA1B, DNAJA1

HSPH1, BAG3

Tabla 16. Andlisis de enriquecimiento GO de las proteinas sub-expresadas luego del tratamiento con

CuHL1. Los porcentajes de representacion de cada categoria fueron determinados como el porcentaje

sobre el total de las proteinas diferencialmente expresadas.

Procesos bioldgicos

Procesos metabdlicos de sustancias
organicas

Procesos metabdlicos de pequeinias
moléculas

Procesos de oxidacion-reduccion

Porcentajes

73,2

36,6

24,4

Proteinas

CYP51A1, MCMS5, PCK2, IRF2BPL, ACOT2,
ALDH2, DNAJA3, MAP2K2, PRPSAP2, TP53,
FADS2, DLAT, IGFBP7, IDH3A, ACO1,
SMCHD1, RRM2, ADSS, PSMD4, DPYD,
SDC4, ENG, SNX5, PC, FAF1, TST, POLD1,
ALG2, LDLR, POLDIP2

CYP51A1, PCK2, ACOT2, ALDH2, PRPSAP2,
FADS2, DLAT, IDH3A, ACO1, RRM2, ADSS,
DPYD, PC, TST, LDLR

CYP51A1, PXDN, ALDH2, FADS2, DLAT,
IDH3A, ACO1, RRM2, DPYD, TMX1
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PCK2, ACOT2, FADS2, DLAT, IDH3A, ACO1,

Procesos metabdlicos del acido carboxilico 24,4
ADSS, DPYD, PC, TST

Componentes celulares Porcentajes  Proteinas
CYP51A1, MCM5, PCK2, IRF2BPL, ACOT2,
CORO7, PXDN, ALDH2, DNAJA3, SLC9A3R1,
MAP2K2, TP53, FADS2, DLAT, OGFR,

Organela delimitada por membrana 90,2 IGFBP7, IDH3A, KRT73, ACO1, SMCHD1,
NDRG3, ADSS, PSMD4, NFKB2, SDC4, ENG,
MAGED?2, SNX5, GIPC1,PC, FAF1, TST,
TMX1, POLD1, ALG2, LDLR, POLDIP2
CYP51A1, MCMS5, PCK2, ACOT2, CORO7,
PXDN, ALDH2, DNAJA3, SLC9A3R1,
MAP2K2, PRPSAP2, TP53, DLAT, OGFR,

Citoplasma 87,8 IGFBP7, HEATRZ2, IDH3A, KRT73, ACO1,
NDRG3, RRM2, ADSS, PSMD4, NFKB2,
DPYD, SDC4, MAGED?2, SNX5, GIPC1, PC,
FAF1, TST, POLD1, ALG2, LDLR, POLDIP2
PCK2, ACOT2, ALDH2, DNAJA3, TP53, DLAT,

Matriz mitocondrial 24,4
IDH3A, PC, TST, POLDIP2

Tabla 17. Andlisis de enriquecimiento GO de las proteinas sub-expresadas luego del tratamiento con
CuHL2. Los porcentajes de representacion de cada categoria fueron determinados como el porcentaje

sobre el total de las proteinas diferencialmente expresadas.

Procesos bioldgicos Porcentajes  Proteinas
CYP51A1, MCMS5, PCK2, TRIM28, DNAJA3,
Procesos biosintéticos de sustancias 055 MCM2, TP53, FADS2, FASN, KDELC2,
organicas ! YARS2, ACSL4, RRM2, DPYD, SDC4, GFM1,
MCM3
Ensamblado del complejo pre-replicativo 7,5 MCMS5, MCM2, MCM3
Reparacion de ruptura de doble hebra a
través de la replicacién 75 MCMS, McM2, McM3
Funciones moleculares Porcentajes  Proteinas

MCMS5, PCK2, DNAJA3, MCM2, TP53,
SCYL1, SMC2, FASN, YARS2, SMCHD1,
ACSL4, DPYD, PTK7, GFM1, MYO18A,
MCM3

Unidn a nucledtidos 40
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Union a trifosfato de ribonucledsido de

Anexo

MCMS5, PCK2, DNAJA3, MCM?2, TP53,
35 SCYL1, SMC2, YARS2, SMCHD1, ACSL4,

purina
PTK7, GFM1, MYO18A, MCM3
MCMS5, DNAJA3, MCM2, TP53, SCYL1,
Union a ATP 30 SMC2, YARS2, SMCHD1, ACSL4, PTK7,
MYO18A, MCM3
Unidn al ADN simple hebra 10 MCM5, MCM2, SMC2, MCM3
Uniodn al origen de replicacion del ADN 7,5 MCMS5, MCM2, MCM3
Componentes celulares Porcentajes Proteinas
Region telomérica cromosdmica 12,5 MCMS5, MCM2, MCM3, MCM7, SMCHD1
Complejo CMG 10 MCMS5, MCM2, MCM3, MCM7
Complejo MCM 7,5 MCM5,MCM2,MCM3
7.2.4 Células madre cancerigenas
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Figura 68. Dot plots de la evaluacién de CMCs en la linea MCF7 luego del tratamiento con CuHL1.
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Figura 69. Dot plots de la evaluacion de CMCs en la linea MDA-MB-231 luego del tratamiento con

CuHL1.
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Figura 70. Dot plots de la evaluacién de CMCs en la linea MCF7 luego del tratamiento con CuHL2.

Control
o Galelelm -
3 J01-UL Q1-UR
7% 0.9%
%4
EE

Ll

CD24-FITC

1,5 um

4 Falel el

Q1-UL
0,3%

145



Anexo

L
e
<
<
a
= - _Uate: k1
3 801-UL QT-UR
856% | {4.4%
%
ME
<«
o
Fg01-(L Q1-LR
© 0% 0.0%
0 T e R
FITC-A
CD24-FITC >

Figura 71. Dot plots de la evaluacion de CMCs en la linea MDA-MB-231 luego del tratamiento con
CuHL2.

7.3 CANCER DE HUESO

7.3.1 Viabilidad celular
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Figura 72. Graficas de viabilidad celular vs concentracion de H,L1, H2L2 y Cu(ll) en la linea MG-63.
Método MTT. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa con el

control (p<0.05).
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Figura 73. Graficas de viabilidad celular vs concentracion de CuHL1 y CuHL2 en la linea L929. Método
MTT. Los resultados se expresan como la media +SEM (n=12). *Diferencia significativa con el control

(p<0.05).

7.3.2 Induccion de Apoptosis

7.3.2.1 CuHL1
Control 0,5 uM

Qz
786

. Q2
427

FL3-H:IP-FL3
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Figura 74. Dot plots de los resultados de apoptosis de la linea celular MG-63 obtenidos luego del

tratamiento con CuHL1.

Tabla 18. Tabla de los resultados de apoptosis de la linea celular MG-63 obtenidos luego del tratamiento

con CuHL1.
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Control
0,5 uM
1M

2,5 UM

7.3.2.2 CuHL2

IP - FL2

IP - FL2

Vivas An+ An+/IP+
92,8+1,9 1,1+04 53+2,6
94,1+0,4 1,6+0,1 40+0,3
77,2+1,3 56+1,0 16,504
34,7+0,2 2,9+0,5 58,2+0,1

Control 0,5 UM
p 2020.02.19. MG83.012 B o 2020.02.19. MG63.010
" a‘n‘e::ina Y- F‘ITC i anezxinl.; v -'FITE: o
1uM 2,5 uM
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4,3+0,7

Figura 75. Dot plots de los resultados de apoptosis de la linea celular MG-63 obtenidos luego del

tratamiento con CuHL2.

Tabla 19. Tabla de los resultados de apoptosis de la linea celular MG-63 obtenidos luego del tratamiento

con CuHL2.

Control
0,5 uMm

1um

Vivas A
89,2+0,8 3,6+0,6
67,2+1,7 55+0,5
62,0+0,6 9,2+1,7

An+/IP+
6,5+0,7
26,1+1,5

26,9+1,2

IP+
0,8+0,2
1,2+0,4

2,0£0,9
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2,5 uM 13,1+1,1 3,6 0,9 77,8+0,5 55+1,4

7.3.3 Estudio de posibles blancos moleculares

7.3.3.1 Proteinas sobre-reguladas

Tabla 20. Analisis de enriquecimiento GO de las proteinas sobre-expresadas luego del tratamiento con
CuHL1. Los porcentajes de representacion de cada categoria fueron determinados como el porcentaje

sobre el total de las proteinas diferencialmente expresadas.

Procesos bioldgicos Porcentaje Proteinas
, DNAJB1, HSPH1, BAG3, DNAJB4, CTH,
Respuesta a proteinas no plegadas 22,2
HSPA1B
. , DNAJB1, HSPH1, BAG3, DNAJB4,
Plegamiento de proteinas 18,5
HSPA1B
Proceso metabdlico del ATP 18,5 SDHA, ATP50, COX5A, PKM, HSPA1B
Regulacion de la respuesta celular al
14,8 DNAJB1, HSPH1, BAG3, HSPA1B
calor
Replegamiento de proteinas
dependiente de cofactores de 14,8 DNAJB1, HSPH1, DNAJB4, HSPA1B
chaperonas
Componentes celulares Porcentaje Proteinas
CYP51A1, C120rf5, TXNL1, AARS2,
DNAJB1, CCNB1, CARS2, RAB21, SDHA,
. CDV3, LPCAT1, DDAH1, ATP50, S100P,
Citoplasma 100
COX5A, HSPH1, PKM, BAG3, DNAJB4,
CTH, HSPA1B, ATP6V1C1, POLD1, VPS52,
GFM1, RAD23A, CHMP2A
CYP51A1, C120rf5, TXNL1, AARS2,
L DNAIJB1, CCNB1, CARS2, RAB21, SDHA,
Organela delimitada por membrana 96.3

LPCAT1, DDAH1, ATP50, S100P, COX5A,
HSPH1, PKM
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Citosol

Mitocondria

Agresoma

66.7

37.0

11.1

Anexo

C120rf5, TXNL1, DNAJB1, CCNB1,
RAB21, CDV3, DDAH1, HSPH1, PKM,
BAG3, DNAJB4, CTH, HSPA1B,
ATP6V1C1, POLD1, VPS52, RAD23A,
CHMP2A

C120rf5, AARS2, CCNB1, CARS2, SDHA,
ATP50, COX5A, PKM, HSPA1B, GFM1

BAG3, HSPA1B, POLD1

Tabla 21. Analisis de enriquecimiento GO de las proteinas sobre-expresadas luego del tratamiento con

CuHL2. Los porcentajes de representacion de cada categoria fueron determinados como el porcentaje

sobre el total de las proteinas diferencialmente expresadas.

Procesos biolégicos

Respuesta al estrés

Respuesta a proteinas no plegadas

Replegamiento de proteinas
dependiente de cofactores de
chaperonas

Regulacion de la respuesta celular al
calor

Proceso metabdlico del ATP

Funciones moleculares
Actividad regulatoria de ATPasa
Actividad bifosfoglicerato fosfatasa

Componentes celulares
Complejo ATP sintasa transportador de
protones mitocondrial

7.3.3.2 Proteinas sub-reguladas

Porcentaje

57,9

31,6

21,1

21,1

211

Porcentaje
211
10,5

Porcentaje

15,8

Proteinas

C12o0rf5, DNAJB1, CCNB1, DDB2, HSPH1,
CASP8, BAG3, DNAJB4, CTH, HSPA1B,
usp47

DNAJB1, HSPH1, BAG3, DNAJB4, CTH,
HSPA1B

DNAIJB1, HSPH1, DNAJB4, HSPA1B

DNAIJB1, HSPH1, BAG3, HSPA1B

ATP50, ATP5C1, ATPSF1, HSPA1B

Proteinas
DNAJB1, HSPH1, BAG3, DNAJB4
C12orf5, MINPP1

Proteinas

ATP50, ATP5C1, ATP5F1
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Tabla 22. Andlisis de enriquecimiento GO de las proteinas sub-expresadas luego del tratamiento con

CuHL2. Los porcentajes de representacion de cada categoria fueron determinados como el porcentaje

sobre el total de las proteinas diferencialmente expresadas.

Funciones moleculares

Actividad catalitica

Unidn a nucledtido

Unidn a anion

Componentes celulares

Mitocondria

Porcentaje

90,9

72,7

72,7

Porcentaje

63,6

Proteinas

NADK2, MPI, IVD, SDHA, GFM1, AARS2,
TUBB2B, TXNL1, ACSF3, DHFR

NADK2, IVD, SDHA, GFM1, AARS2, TUBB2B,
ACSF3, DHFR

NADK2, IVD, SDHA, GFM1, AARS2, TUBB2B,
ACSF3, DHFR

Proteinas
NADK?2, IVD, SDHA, GFM1, AARS2, ACSF3,
DHFR
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