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RESUMEN

En un trabajo recientemente publicado, se demostré que el nuevo complejo trans-
[Pt(CTZ),Cl,] interactia con el ADN e inhibe el crecimiento in vitro de algunas
lineas de celulas tumorales. Sin embargo, tanto el ligando clotrimazol como el
cisplatino mostraron mayores efectos citotoxicos que los de ese complejo. En el
presente trabajo se compararon los efectos in vitro del trans-Pt(CTZ),Cl,] con los de
las combinaciones del clotrimazol con transplatino y con cisplatino sobre la linea de
células T leucémicas Jurkat, debido a que: (a) el clotrimazol induce apoptosis en
varias lineas de células de leucemia linfoblastica aguda sin afectar los linfocitos T
maduros; (b) la union del clotrimazol con un atomo de un metal de transicion podria
incrementar esos efectos y (c) los efectos antileucémicos del cisplatino y del
transplatino podrian ser potenciados por sus combinaciones con el clotrimazol. Para
ello se realizaron ensayos in vitro que permitieron determinar: la proliferacion
(conteo en hemocitometro) y la viabilidad mediante técnicas de microscopia optica y
de fluorescencia (necrosis y apoptosis), espectrofotométricas (reaccion del MTT) y de
citometria de flujo (apoptosis). Las combinaciones se analizaron empleando un
programa disefiado para determinar si los efectos observados son antagonicos,
aditivos o sinérgicos y finalmente se compararon los 1Cso de cada compuesto y de sus
combinaciones. Resultados: (a) El trans-[Pt(CTZ),Cl,] exhibio efectos citotoxicos y
citostaticos mas pronunciados que los compuestos individuales; (b) la combinacion
cisplatino/clotrimazol indujo efectos aditivos y sinérgicos tanto para la pérdida de
viabilidad como para la inhibicién de la proliferacion; (c) estos ultimos efectos fueron
mayores que los observados con el trans-[Pt(CTZ).Cl;]; (d) la combinacion
cisplatino/clotrimazol induce efectos proapoptoticos mayores que los del trans-
[Pt(CTZ).Cl;]. En conclusién, el hallazgo mas importante de este estudio es la
posibilidad de alcanzar efectos antitumorales sinérgicos mediante combinaciones
racionales del cisplatino con drogas de uso permitido tales como el clotrimazol.

Palabras claves: Jurkat, Clotrimazol, Cisplatino, Transplatino, Citostaticos,
Citotoxico.
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COMPARISON OF IN VITRO ANTILEUKEMIC EFFECTS OF THE NEW
COMPLEX trans-[Pt(CTZ).Cl;] WITH THOSE OF THE CLOTRIMAZOLE
COMBINATIONS WITH CISPLATIN OR TRANSPLATIN

ABSTRACT

A recent study showed that the new platinum complex trans-[Pt(CTZ),Cl;] binds
DNA and inhibits the in vitro growth of different cancer cell lines. However, the
related drug cisplatin as well as the clotrimazole ligand were more cytotoxic than the
complex. In this work, clotrimazole and cisplatin (or transplatin) were evaluated
alone or in combination against the growth and viability of the Jurkat leukemic T-cell
line and these effects were compared with those of trans-[Pt(CTZ),Cl;]. The main
reasons for this proposal are: (a) clotrimazole exhibits apoptotic activities against
leukemic T-cells without affecting mature T lymphocytes; (b) the binding of the
clotrimazole ligand with a transition metal atom could increase its cytotoxic effects
and (c) The antileukemic effects of both cisplatin and transplatin could be potentiated
by combining it with clotrimazole. With this purpose, a number of in vitro assays
were carried out for the assessment of: the cell proliferation (by counting in a
hemocytometer) and the cell viability by different methods including fluorescence
and optical microscopy (necrosis and apoptosis) as well as by spectrophotometric
(MTT assay) and flow cytometric techniques. The combinations were analyzed by
using a program designed to determine if their effects are antagonistic, additive or
synergistic and finally, the 1Csy values correspondent to each compound alone or in
combination, were compared. Results: (a) trans-[Pt(CTZ),Cl;] exhibited a more
potent cytotoxic or cytostatic effect than that of individual compounds; (b) the
cisplatin/clotrimazole combination led to additive or synergistic decreases in cell
viability and growth; (c) These effects were more pronounced than those observed
with  trans-[Pt(CTZ).Cl;]: (d) The apoptotic effects induced by the
cisplatin/clotrimazole combination were significantly higher than of trans-
[Pt(CTZ).Cl,]. Taken together, the most important finding to emerge from this study
is that is possible to increase the antitumoral effects of cisplatin by designing rational
combinations with well-known “old drugs” such as clotrimazole.

Keywords: Jurkat, clotrimazole, cisplatin, transplatin, cytostatic drugs, cytotoxic
drugs

Vii



INDICE DE CONTENIDO

Pp

DEDICATORIA ... et e e e e e s s e e e e e e e s e annneees WY}
AGRADECIMIENTO ...ttt e e a e e e e e s raeeeeas Y
RESUMEN ... e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e annnees Vi
AB ST R A CT L. e e e e e e et aaea e e vii
INDICE DE TABLAS ..ottt Xi
INDICE DE FIGURAS.........cotiiieiicieieteee ettt Xii
INTRODUGCCION ..ottt 1
LLODJEEIVOS ...ttt 4
1.1. ODJEtIVO GENEIAL.......eeieiiiieeie et 4

1.2. Objetivos ESPECITICOS ...cuvvieiiiie ettt 4

I. REVISION BIBLOGRAFICA .......coiiiiitiriinieinsieseisissis s 6
1. ANTECRUBNTIES ...ttt ettt et nnee e 6
P T T o [oF: TSRO PR PRI 10
2.1. Compuestos de Platin0.........c.ceeiiieiiiie e 10

2.2. EI CDDP como base para el estudio de los mecanismos de accion de los
COMPUESEOS e PIALIND ....eeiviieeciiee e 12

2.3. Mecanismo de resistencia al CDDP ............ccccccviiiiiiiiiie, 15

2.3.1. Mecanismos que afectan la acumulacion intracelular de CDDP .....16

2.3.2. Mecanismos que bloquean la muerte celular ...............cc.cooveenn, 17

2.4. Muerte celular inducida por CDDP .........coooveiiiiiiiie e 19

2.5. CTZ y su interés en la terapia antileucémica ..........cccccoevveevieeeiiieeiinnenn, 23

3. Sistema Hipotesis, Variables e Indicadores ...........ccccovveeviveeiiec i, 25

viii



3.1 HIPOLESIS .. 25

3.2. Variables € INdICAAOIES .........coouviiiiieiiiie e 25

I1. MATERIALES Y METODOS. .....cooiiiieieee et st 26
1. Tipo y Disefio de INVESEIGACION.........oiuiiieiieiieicee e 26
2. Unidades EXPerimentales ..........oooiiiiiiiiieiie e 26
3. PrOCEAIMIENTO ....veiiiiii ettt e e e e et e e snneeeanes 27
3.1 CUIIVO CRIUIAT . 27
3.2. Determinacion los efectos de CTZ-Pt, sobre la proliferacion de las células
11 | PSSR 27
3.3. Determinacion los efectos de CTZ-Pt, sobre la viabilidad de las células
JUPKAE. et 28
3.3.1. Método de exclusion de Azul Tripan0 ........cccccccveeviveeiieeesiiieeenn, 29

3.3.2. Microscopia de FIUOIESCENCIA ......ccvveeevieeiiiie e cee e 30

3.3.3. Reaccion del MTT ..o 31

3.3.4. Tincion y citometria de flujo con loduro de propidio (IP) ............... 31

3.4. Determinacion de los efectos de las combinaciones de clotrimazol mas
transplatino y clotrimazol mas cisplatino sobre la viabilidad vy

proliferacion de las células Jurkat ............ccccoovieiiiii i, 32

3.5. Analisis Estadistico de 10S DAt0S .........ccccuereeiiiriiiiiniieiiie e 37

I RESULTADOS ...ttt sttt sna e 39
1. Efectos de CTZ-Pt, sobre la proliferacion de las células Jurkat ......................... 39
2. Efectos de CTZ-Pt, sobre la viabilidad de las células Jurkat ...............ccccceenee. 41
2.1. Efectos sobre la necrosis y apoptosis evaluadas mediante microscopia
optica y de FUOTESCENCIA .......cvvveiiiee it 41

2.2. Efectos sobre la viabilidad medida mediante la reaccion del MTT ............. 43



3. Efectos de las combinaciones de clotrimazol mas transplatino y clotrimazol
mas cisplatino sobre la viabilidad y proliferacién de las células Jurkat ................. 44

3.1. Efecto de la combinacion TDDP/CTZ sobre la viabilidad y

PIOJTEIACION ...t 45
3.2. Efecto de la combinacion CDDP/CTZ sobre la viabilidad y
PrOJIFEIACION ...t 47

4. Comparacion de los efectos del CTZ-Pt con las combinaciones binarias
TDDP/CTZ y CDDP/CTZ sobre la viabilidad y proliferacion ............cccccoeevenene. 53
5. Comparacion de los efectos del CTZ-Pt con la combinacibn CDDP/CTZ
SODIE 12 BPOPLOSIS .....vieiiietie ittt 55
IV. DISCUSION ..ottt 60
1. EFECIOS eI PL ..t 61
2. EfECOS Ul CTZ ... 62
V. CONCLUSIONES. ..ottt 66
V1. RECOMENDACIONES........cciiiiiiiiie e 67
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........cooevieeieieiecee et 68



INDICE DE TABLAS

N° Pp

1. Combinacién CDDP/CTZ proporcion 1:1 Y 1:2.....ccceiieiieiiieiie e 48

Xi



INDICE DE FIGURAS

N° Pp
1. Complejo CTZ-Pt (trans-[Pt(CTZ)2CLa]) veevveiiieiiieiiieiee e 3
12 O I 5 OSSR 7
K TR 1 5 5 OSSR 8
4. Drogas anticancer con base de platino .........cccoceeiiiiiiiiieniiee e 10
5. Administracion y biotransformacion in vivo del CDDP ..........cccoovvviiiiienicennnn, 11
6. Transporte del CDDP en la Célula ..........coooviiiiiiiiiiie e 12
7. Formacion de los aductos de CDDP con el ADN .........ccocooviiiiiiiiieniciie e 13
8. Representacion esquematica de la formacion de aductos ...........ccccccveviveeviiveennnen. 14
9. Respuesta celular inducida por el CDDP .......ccccooiiie i 15
10. Representacion esquematica de los mecanismos que afectan a la acumulacion
CEIUIAr DI CDDP ...ttt 17
11. Reparacion por Escision de NUCIeOtidos ..........cccevvvveiiiee i 18
12. MUEITE CIUIAT ..o e 19
13. Mecanismo molecular de 1a apOPLOSIS .....cccvvveiiiieiiiie e 20
14. Mecanismo de induccion de necrosis por CDDP ........ccocevviveiiee v, 21
15. Apoptosis inducida por CDDP .........ccoiiviiiii e 22
1T O OO P USSR 24
17. Clones de células Jurkat en Cultivo..............ccoooiiiiiiiiii i 27
18. Micrografia de células Jurkat tefiidas con azul tripano............ccccceeevvveevieeennnnn. 29
19. Micrografia de células Jurkat tefiidas con la mezcla fluorescente naranja de
acridina y bromuro de etidio .........cooveeiiiieiie e 31
20. Histograma representativo de citometria de flujo ....................ocooiinl. 32

21. Gréfica del efecto de la mediana (A), grafico del indice de combinacion con la
fraccion afectada (B) y grafico de los indices de reduccion de la dosis con la fraccion
Y {=Tol =10 - W (O PO EP P PPPPRO 37



22. Efectos de los compuestos individuales sobre la proliferacion ..............ccc.c........ 40
23. Efectos de los compuestos individuales sobre la necrosis y la apoptosis ........... 42
24. Efectos de los compuestos individuales sobre la viabilidad .............c.cccccooienienn 44

25. Comparacion de los efectos individuales y combinados de TDDP y CTZ sobre la
VDA ..o 46

26. Comparacion de los efectos individuales y combinados de TDDP y CTZ sobre la
Q1] 13 =T = Tod o o USRS 47

27. Analisis de los efectos de las combinaciones CDDP/CTZ sobre la viabilidad. ...50
28. Indice de reducCion de 18 GOSIS ...vvevveeeeeeeee e e eee e e eee e e, 51

29. Andlisis de los efectos de la combinacion de CDDP/CTZ en la proporcion 1:2
sobre 1a proliferaCion ..........ccviioie i 52

30. indice de reduCCiON e 18 GOSIS .....veeveeeeeeeeeee e eereeeeeeeer e eeeeeeee e e e e eeerereeeeen, 53

31. Comparacion de los ICsy de CTZ-Pt y CDDP/CTZ para la inhibicion de la
proliferacion (A) y la pérdida de viabilidad (B). .....cccccoovveiiiieiiieccie e 55

32. Histogramas representativos de los efectos de los compuestos individuales y de la
combinacion (CDDP 5 uM)/(CTZ 10 uM) sobre la apoptosis .........ccceevvveevirieennnen. 57

33. Comparacion de los efectos de los compuestos individuales y de la combinacion
(CDDP 5 uM)/(CTZ 10 uM) sobre 12 apoptosiS .........ceevveeiiireiiiieiiieeesieeesiee e 58

34. Comparacion de los efectos de los compuestos individuales y de la combinacion
CDDP 5 uM / CTZ 10 uM sobre la apoptosis y 1a NeCrosis ...........cccccveevivveevveeennnen. 59

35. Secuencia de eventos propuesta por para explicar la sinergia entre el CTZ y el
CDDPP ettt naeanes 64

xiii



INTRODUCCION

Los compuestos de platino han sido ampliamente usados en la quimioterapia contra
el cancer, demostrando gran actividad frente a tumores de células germinales, cancer
de ovario, cancer de pulmon, cancer de Utero, cancer colon-rectal y cancer de vejiga
(Lebwohl y Canetta, 1998). Un ejemplo de este tipo de compuestos es el cisplatino
(cis-[Pt(NH3),Cl;] o CDDP), el cual actua uniéndose al ADN formado aductos que
causan cambios en la doble hélice (Rabik y Dolan, 2007). A pesar de su amplio uso,
su efectividad se ve limitada debido a sus efectos nefrotoxicos y neurotoxicos (Wang
y Lippard, 2005), ademas de la resistencia mostrada en algunas neoplasias humanas y

lineas celulares tumorales (Borst et al., 2008).

Debido a sus efectos adversos y la resistencia observada en algunas células
tumorales contra el CDDP, se han intentado diversas estrategias para mejorar sus
bondades terapéuticas entre ellas destacan: (a) encapsulamiento dentro de liposomas
para contrarrestar la resistencia debida a la disminucion de la captacion de CDDP por
las células tumorales (Carvalho et al., 2007); (b) combinacion con otras drogas
quimioterapéuticas (Ray y Kindler, 2009; Paton et al., 2010) y (c) sintesis de nuevos
complejos de platino (Kostova, 2006; Liu et al., 2008).

Aunque la sintesis de nuevos complejos de platino ha rendido sus frutos debido a la
aceptacion a nivel mundial del carboplatino y del oxaliplatino, los severos efectos
adversos que incluyen la nefrotoxicidad, la mielosupresion y las neuropatias; asi
como también el desarrollo de resistencia adquiridas frente a esas drogas, han hecho

que continde la busqueda de nuevos complejos con alta potencia antitumoral, baja



toxicidad y exentas de resistencias cruzadas. En tal sentido, existen numerosos
estudios sobre complejos de platino (Il) y platino (IV) que se encuentran en fases
experimentales (Jakupec et al., 2008; Van Rijt y Sadler, 2009). Dentro de ese nuevo
grupo de drogas se encuentran los denominados complejos de platino no-clasicos, que
incluyen complejos con isomeria geométrica trans y cuyo prototipo es el transplatino
(trans-[Pt(NHs),Cl;] o TDDP). Aunque TDDP carece de actividad anticancer, se ha
demostrado que diversos analogos pueden alcanzar actividades terapéuticas iguales o

superiores a las de los “clasicos” CDDP, carboplatino y oxaliplatino (Jakupec et al.,
2008).

Otro grupo interesante de nuevos complejos de platino lo constituyen los
sintetizados mediante coordinacion con ligandos biolégicamente activos, los cuales
pueden ejercer su propio efecto antitumoral. Ademas, la insercidbn de atomos
metélicos en esos ligandos, puede favorecer: (a) la estabilizacion de ciertas
geometrias no usuales en esos ligandos; (b) actividad redox adquirida; (c) solubilidad
incrementada; (d) captacion celular aumentada y (e) efectos sinergisticos entre el
metal y los ligandos (Jakupec et al., 2008). Dentro de ese esquema, un grupo de
investigadores del Laboratorio de Quimica Bioinorganica del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC), ha sintetizado nuevos complejos formados por la
insercion de atomos de oro, cobre, rutenio, platino entre otros, dentro de la estructura
de drogas de conocida actividad biologica. Empleando esa estrategia, dicho grupo
sintetizd un nuevo complejo, el trans-[Pt(CTZ),Cl,] (CTZ-Pt) (Figura 1), que
combina en su estructura quimica al agente antifingico clotrimazol (CTZ) vy el
platino(ll) (Navarro et al., 2009).
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Figura 1. Complejo CTZ-Pt (trans-[Pt(CTZ),Cl,]): Estructura Quimica. Fuente:
Navarro et al., 2009.

El CTZ-Pt exhibio capacidad de interactuar con el ADN en un sistema libre de
células y ademas mostré propiedades antiproliferativas en un grupo variado de lineas
tumorales in vitro. Sin embargo, sus actividades citotoxicas contra esas lineas
tumorales fueron mayores que las del TDDP, menores que las del CDDP e iguales
que el CTZ. Aunque estos efectos no fueron de mayor importancia en las lineas de
tumores solidos ensayados; la meta del presente trabajo fue estudiar los efectos del

CTZ-Pten la linea celular leucémica Jurkat debido a los siguientes factores:

1. Existen indicios que sugieren que las células leucémicas pueden ser mas
sensibles al CTZ, concentraciones bajas (2-10 uM) del CTZ indujeron apoptosis
en células extraidas de pacientes con leucemia linfoblastica aguda (LLA), sin
afectar a los linfocitos T maduros, y resultados similares se obtuvieron al tratar
diferentes lineas leucémica usando concentraciones de 10 uM CTZ (una
concentracion alcanzable in vivo) (Ito et al., 2002). Estos efectos del CTZ fueron

claramente mayores que los reportados en las lineas de tumores sélidos.



2. Los efectos relativamente bajos del CDDP sobre las células leucémicas
pueden ser potenciados por otras drogas. Por ejemplo, el pre-tratamiento de células
CD34(+) (provenientes de pacientes con leucemia mieloide crénica) con el
imatinib mesilato (quimioterapeutico inhibidor de la tirosina quinasa), potencio
los efectos pro-apoptéticos del CDDP (Skorta et al., 2009). Por otra parte, se ha
demostrado que el propio CDDP incrementa los efectos terapéuticos in vivo del
temozolomide (agente alquilante empleado para tratrar tumores cerebrales) en
pacientes con LLA (Seiter et al., 2009)

3. Los derivados con geometria trans del Pt(ll) pueden tener actividades
antitumorales tan potentes o mayores que los complejos con geometria cis tal

como fue demostrado por Aris y Farell (2009)

Finalmente, debido a lo antes expuesto en este estudio se relaciond las actividades
citostaticas y citotoxicas del complejo CTZ-Pt en las células Jurkat, fueron
complementados con ensayos de combinaciones del CTZ con el CDDP y con el
CDDP para determinar si la eficacia terapéutica del ligando CTZ coordinadamente
unido a un atomo de Pt(ll) (como en el CTZ-Pt) es diferente a la del CTZ libre
combinado con un complejo de Pt(Il) con actividades conocidas (como en los casos
del CDDPy TDDP).

1. Objetivos
1.1. Objetivo General.

Comparar los efectos antileucémicos in vitro del nuevo complejo trans-
Pt(CTZ),Cl,] con los de las combinaciones del clotrimazol con transplatino y

cisplatino.
1.2. Objetivos Especificos.

1. Determinar los efectos de CTZ-Pt, sobre la proliferacion de las células
Jurkat.



2. Determinar los efectos de CTZ-Pt, sobre la viabilidad de las células
Jurkat.

3. Determinar los efectos de las combinaciones de CTZ mas TDDPy CTZ
méas CDDP sobre la viabilidad y proliferacion de las células Jurkat.



I. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1. Antecedentes.

Los compuestos de platino han sido ampliamente usados en la terapia
antineoplasica. En la literatura, existe un gran nimero de estudios que reportan
efectos significativos de compuestos de platino (en su configuracion cis o trans) en
lineas celulares leucémicas. En este trabajo se presentan algunos ejemplos que

ilustran la relevancia de los compuestos de platino.

El interés por el estudio de los complejos de platino como drogas antitumorales
parte desde el descubrimiento de la inhibicion de la division celular de Escherichia
coli por parte de los mismos, el cual da origen al CDDP (Figura 2) uno de los
principales agentes antitumorales (Rosemberg et al., 1965). Estudios posteriores
demostraron que el CDDP tenia efectos antitumorales en modelos murinos de
sarcoma 180, cuando se le aplicaba una inyeccion intraperitoneal a una dosis de 8

mg/Kg (Rosemberg y Van Camp., 1970).

Su et al. (2000), demostraron mediante el ensayo del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniloromurodetetrazolio (MTT) que el carboplatino requiere de concentraciones 10
veces mas altas que la del CDDP para inducir un grado similar de inhibicion del
crecimiento de las células leucémicas. Sin embargo, las células progenitoras
hematopoyéticas respondieron igualmente tanto al CDDP como al carboplatino. Los
resultados sugieren que la actividad mielosupresora de carboplatino es mayor que su

efecto antileucémico.
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Figura 2. CDDP: Estructura quimica cisdiaminocloroplatino (I1). Fuente: Galea y
Murray, 2008.

Troyano et al. (2001), comprobaron que el tratamiento con inhibidores de algunas
ADN topoisomerasas y agentes alquilantes como el CDDP causaban acumulacion de
peroxido de hidrégeno y apoptosis en celulas U937. Por otra parte, el tratamiento
con agentes antioxidantes posterior a la adicion del CDDP atenua la necrosis en estas
células por una disminucién del potencial de membrana mitocondrial, lo que indica
que alteraciones en la funcion mitocondrial regulan la seleccion entre necrosis y

apoptosis en dichas células.

En otro estudio, Troyano et al. (2003), determinaron mediante técnicas de
citometria de flujo que 0,5 mM de CDDP causa la activacion de la caspasas 3y 9;
por ende muerte por apoptosis en células U937.EI tratamiento previo con butionina
sufoximina (supresor del Glutation) o peréxido de hidrogeno, suprime la activacion

de las caspasas, y la muerte celular se da por necrosis.

El primer estudio que examind la expresion de genes BCL2L12 y BCL2 sobre la
induccion de apoptosis por el CDDP fue realizado por Floros et al. (2003), quienes
demostraron que el CDDP induce apoptosis de las células pertenecientes a la linea
celular leucémica HL-60, debido a un aumento en la expresién de los genes

proapoptéticos (BCL2L12) y una disminucidn en los genes antiapoptoticos (BCL2).

Ramos et al. (2006), demostraron que las actividades antitumorales incrementan
tanto en lineas celulares sensibles como en lineas celulares resistentes al CDDP al

sustituir los grupos NH3z del TDDP por un grupo alifatico y por un ligando amino



heterociclico (trans-[PtCl,(isopropilamina)(3-(hidroximetil)-piridina)],1, y trans-
[PtCly(isopropilamina)(4-(hidroximetil)—piridina]).

Un compuesto analogo del CDDP, pero inactivo denominado TDDP (Figura 3)
puede presentar actividad antitumoral tanto in vivo como in vitro si se sustituyen sus
grupos funcionales NHs por aminas planares como las piridinas, quinolonas,
isoquinolonas y tiazoles (Aris y Farell, 2009).
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Figura 3. TDDP: Estructura quimica transdiaminocloroplatino (11). Fuente: Galea
y Murray, 2008.

Navarro et al. (2009), prepararon y caracterizaron dos nuevos complejos de trans-
CTZ platino ([Pt(CTZ).l;] y CTZ-Pt). Con base en estudios de espectrometria,
fluorometria, desnaturalizacion térmica y viscosidad se determiné que ambos
complejos se intercalan en el surco menor del ADN ocasionando inhibicion del
crecimiento de siete lineas celulares tumorales en un rango de concentraciones de 5 a
25 uM.

Por otra parte, existen estudios que revelan el potencial antineoplasico de agentes
antifangicos como el CTZ. Un estudio realizado por Aktas et al. (1998) demostrd
que el CTZ causa el agotamiento sostenido del calcio intracelular lo que conlleva a la
activacion de la Protein quinasa R (PKR) y fosforilacion del Factor de iniciacion 2a.
(elF2at) 'y por lo tanto a la inhibicion de la sintesis de proteinas a nivel de la

iniciacion de la traduccién. Ademas el CTZ inhibe la expresidn de ciertas ciclinas,



dando como resultado la inhibicién de las quinasas dependientes de ciclinas vy el
blogueo del ciclo celular en G1.

Khalid et al. (1999), estudiaron los efectos del CTZ sobre el crecimiento,
morfologia y sensibilidad al CDDP en lineas celulares de glioblastoma humano. Los
autores analizaron dos lineas celulares, por una parte, la proliferacion se determind
mediante el ensayo colorimétrico del MTT, este revel6 una inhibicion de la
proliferacion dosis dependiente. Por otra parte, el analisis de citometria de flujo
reveld que las células tratadas con CTZ se acumulan en la fase GO/G1 con una
marcada disminucion celular en la fase S del ciclo celular, observandose también

cambios morfoldgicos en dichas células.

Otro estudio demostré que el CTZ es citotoxico en células leucémicas humanas
aisladas de pacientes con leucemia linfoide aguda, este efecto es inducido por el
agotamiento del calcio intracelular, lo que conlleva a la apoptosis y a la
fragmentacion del ADN (Ito et al., 2002). En este estudio la apoptosis fue evaluada
mediante Anexina V conjugada a FITC y la medida de flujo de calcio se detectd
mediante la fluorescencia del fluorocromo Indo I el cual se encuentra conjugado al

calcio.

En un estudio realizado por Penso y Beitner (2002) se observan datos que indican
la reduccion en la glucdlisis y los niveles de ATP, de manera dosis y tiempo
dependiente en lineas celulares de carcinoma de pulmon y en células de

adenocarcinoma de colon (células CT-26) tratadas con CTZ.

Dummer et al. (2005), realizaron un estudio en células de cancer de mamas para
determinar las alteraciones en el citoesqueleto asociadas a enzimas glicoliticas. Para
ello se midio la citotoxicidad mediante el método del MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenilbromurodetetrazolio), los cambios morfoldgico fueron observados por
microscopia Optica de células teflidas con May-Grunwald-Giemsa y microscopia

electronica, la actividad enzimatica fue medida por un método espectrofotométrico
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de la reducciéon de NAD" y el consumo de glucosa. Por ultimo, para medir
produccion de lactato se emplearon: (a) un Kit enzimatico colorimétrico donde se
determinaba el remanente de glucosa. (b) Un kit donde se determinaban los niveles de
lactato utilizando la formacion de NADH y piruvato. En este estudio se observé una
disminucién de la viabilidad inducida por el CTZ en lineas celulares de carcinoma
mamario (MCF-7), por un mecanismo de alteracion en el citoesqueleto asociados a

enzimas glicoliticas.
2. Bases Tedricas.

2.1. Compuestos de platino.

Existen una gran variedad de compuestos de platino empleados en la terapia contra
el cancer incluyendo CDDP (cis-diaminodicloroplatino 11), carboplatino (cis-
diamina(ciclobutano-1,1-dicerboxilato)-platino i) y  oxaliplatino (1,2-
diaminociclohexanooxalato platino 11) (Figura 4). Estas drogas han sido ampliamente
usadas debido a la propiedad del platino para formar aductos con el ADN (Wang y
Lippard, 2005).

HsN, Cl HN_ O NN O
Pt Pt ( Pt
H3N/ el HsN/ 0 N T

o) H,
(a) (b) (c)

Figura 4. Drogas anticancer con base de platino: (a) CDDP (cis-
diaminodicloroplatino  Il), (b)  Carboplatino  (cis-diamina(ciclobutano-1,1-
dicerboxilato)-platino 11) y (c) Oxaliplatino (1,2-diaminociclohexanooxalato platino
I1). Fuente: Todd y Lippard, 20009.
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Su administracién es intravenosa y una vez en el torrente sanguineo se difunde a
través de las membranas celulares al citoplasma (Figura 5). EI CDDP es usado para
cancer de cabeza y cuello (incluye canceres de boca, nariz, senos paranasales,
glandulas salivales, garganta y ganglios linfaticos en el cuello), y tumores en células
germinales; mientras que el carboplatino ha remplazado al CDDP en la quimioterapia
de carcinoma de ovario y carcinoma de pulmén de células pequefias. Por su parte, el
oxaliplatino es usado en cancer colon-rectal pero ha demostrado actividad antitumoral
en céncer endometrial, melanoma, linfoma no Hodgkin, carcinoma de pulmén,
carcinoma de ovario y carcinoma de proéstata (la actividad antitumoral contra estas
neoplasias aln se encuentran en primera y segunda fase de estudio) (Rabik y Dolan,
2007).
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Figura 5. Administracion y biotransformacién in vivo del CDDP: la
administracion es intravenosa y en el torrente sanguineo se difunde al citoplasma.
Una vez en el citoplasma, la baja concentracion de iones cloruro facilita la hidrolisis
de CDDP liberandose sus grupos cloruros. Se cree que el producto de esta hidrélisis
es el que se une al ADN y forma los aductos. Fuente: Arnesano y Natile, 2009.
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2.2. ElI CDDP como base para el estudio de los mecanismos de accién de los

compuestos de platino.

El CDDP es un farmaco antineoplasico, cuyo mecanismo de accién no esta
completamente dilucidado. Este compuesto penetra a la célula por difusién pasiva.
Esta entrada puede ser mediada por un transportador activo de cobre, el Ctrlp, tanto
en levaduras como en células de mamiferos. Estudios han revelado que la mutacion o
delecion del gen Ctrlp tanto en ratas como en levaduras aumentan la resistencia al
CDDP (Figura 6) (Wang y Lippard, 2005). Dentro de la célula el CDDP se hidroliza
perdiendo sus grupos cloruros (Figura 5) (la baja concentracion de iones de cloruro
facilita este proceso). Después de perder sus dos iones el CDDP hidrolizado reacciona
con el ADN (Kostova, 2006).
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Figura 6. Transporte del CDDP en la célula: EI CDDP puede penetrar a la célula
por difusion pasiva o mediante el transportador CTR1p. La salida del CDDP de la
célula estd asociada con otro transportador de cobre ATP7B. Fuente: Wang y
Lippard, 2005.
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La citotoxicidad deriva de su union al ADN y la formacion de enlaces cruzados
covalentes (aductos) intracatenarios en la posicion N7 de las bases puricas (Figura
7). Aunque existen diversas teorias sobre el tipo de uniones que establece el CDDP
con el ADN, se cree que las uniones 1,2-intracatenarias son las responsables de la
citotoxicidad, debido a que el estereoisomero inactivo TDDP es incapaz de formar
este tipo de uniones, formado solo enlaces 1,3-intercatenarios o intracatenarios
(Rabik y Dolan, 2007) (Figura 8).
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Figura 7. Formacién de los aductos de CDDP con el ADN: EI CDDP se une al
ADN, formando aductos, en los que predominan los enlaces intracatenarios 1,2-
guanina-guanina, la formacion de estos enlaces cruzados distorsiona la hélice lo que
puede desencadenar inhibicion en la replicacidn y la transcripcion, detencion del ciclo
celular, reparacion del ADN y muerte celular. Fuente: Wang y Lippard, 2005.

Aunque existen diversas teorias sobre el tipo de uniones que establece el CDDP con el

ADN, se cree que las uniones 1,2-intracatenarias son las responsables de la citotoxicidad,
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debido a que el estereoisdémero inactivo TDDP es incapaz de formar este tipo de uniones,
formado solo enlaces 1,3-intercatenarios o intracatenarios (Rabik y Dolan, 2007) (Figura
8).

1. 2-intrastrand GG

\ \
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. 1. 2-interstrand GG
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Figura 8. Representacion esquematica de la formacion de aductos: (A) Diferentes
tipos de aductos formado entre el CDDP y el ADN. (B) Debido a sus caracteristicas
geométricas, los enlaces intracatenarios formados por el TDDP son
predominantemente 1,3-Guanina-Citocina y ocurren entre el mismo par de bases.
Fuente: Aris y Farell, 2009; Pizzarro y Sadler, 2009.

La p53 puede regular la muerte celular inducida por CDDP mediante varios
mecanismos. Su activacion conduce a la induccion de p21, GADD45, PUMAu,
proteinas proapoptoticas como las caspasa-6, caspasa-7, y microRNAs como miR-
342 ademas de unirse e inhibir la proteina antiapoptotica Bcl-xL. También puede
inducir apoptosis por la degradacion de la FLIP (Figura 9) (Basu y Krishnamurthy,
2010).

Por otra parte, la salida del CDDP esta asociada a otro transportador de cobre, el
ATP7B (trifosfato de adenosina de tipo P). La expresion de ATP7B en células de
carcinoma humano modula la sensibilidad frente a CDDP vy el cobre, aumentando el

flujo de salida de ambos componentes. (Figura 9) (Wang y Lippard, 2005).
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Figura 9. Respuesta celular inducida por el CDDP: (1) EI CDDP entra a la célula
por difusion pasiva 0 mediada por transportadores CTR1. (2) Salida del CDDP de la
célula por los transportadores dependientes de ATP (ATP7A y ATP7B). (3) Union
del CDDP con tioles celulares, los cuales son expulsados de la célula por bombas
dependientes de ATP (GS-X). (4) Formacion de aductos al unirse el CDDP con el
ADN. (5) El dafio celular induce diferentes respuestas, como la detencién de la
sintesis del ADN, la reparacion del mismo por el NER y la activacion de p53. (6)
Quinasas, tales como la PKC, ERK y Akt también estan involucrados en la regulacion
de CDDRP a la muerte celular inducida. (7) miR-214 promueve la resistencia a CDDP
disminuyendo la activacion de PTEN y Akt. Fuente: Basu y Krishnamurthy, 2010.

2.3. Mecanismo de resistencia al CDDP.

Los mecanismos de resistencia al CDDP suelen dividirse en dos grupos: a) los
que afectan la acumulacién intracelular y b) los que bloguean la induccion de muerte

celular.
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2.3.1. Mecanismos que afectan la acumulacion intracelular de CDDP:

2.3.1.1. Absorcion Reducida: La disminucion en la acumulacion de esta droga
estd asociado tanto a la captacion como a la salida del mismo de la célula donde los
transportadores de cobre CTR1, ATP7A y ATP7B vinculados a este proceso juegan
un papel fundamental (Figura 10). La deficiencia del CTR1 o su homélogo en
mamiferos, el SLC31A1, se asocian con una disminucion en la captacion del CDDP
por parte de la célula (Borst et al., 2008), asi mismo una sobreexpresion de ATP7A 'y
ATP7B en las células esta asociada de resistencia del CDDP producto del aumento
en la acumulacion del CDDP, esto ocasiona que la droga se acumule en vesiculas
impidiendo que esta llegue al ADN, posteriormente estas vesiculas son expulsadas
(Komatsu et al. citado por Borst et al., 2008).

2.3.1.2. Captura Intracelular del CDDP: EIl incremento del glutation (GSH)
intracelular y la sobreexpresion de las isoenzimas glutation-s-transferasa, asi como
la formacion del complejo GSH-CDDP y el aumento en la extraccion de este
complejo por transportadores anidnicos de moléculas organicas pueden estar
asociados a los mecanismos de resistencia (Figura 10) (Hamaguchi et al. citado por
Borst et al., 2008). Una vez en el citoplasma, la droga puede ser inactivada por
oxidacién o por conjugacion con el GSH, el cual intercepta el complejo de platino
evitando su union al ADN, ademas de estar involucrado con la activacion de ADN
polimerasas encargadas de la reparacion del ADN (Chu, 1994). El GSH no es el
unico tiol involucrado en las reacciones redox en las células. Cambios en el sistema
antioxidante tiorredoxina reductasa, pueden inducir resistencia (Stordal y Davey,
2007).
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Figura 10. Representacion esquematica de los mecanismos que afectan a la
acumulacién celular del CDDP. EI CDDP puede entrar en la célula por difusion
pasiva a través de la bicapa lipidica o por proteinas mediadoras tales como los
transportadores de cationes organicos (OCT) o el transportador de cobre-1 (CTR1).
Dentro de la célula, los farmacos de platino se pueden desactivar mediante la union a
metalotioneinas ricas en tioles (MT) o quelado por el glutation (GSH), expulsandolo
de la célula a través de las bombas de la SG-X (Mrpl-5)(a). También, pueden ser
atrapados en vesiculas y salen de la célula a través de ATP7B (b), 0 melanosomas,
estos ultimos expulsan al platino de la célula por exocitosis (c). Fuente: Arnesano y
Natile, 20009.

2.3.2. Mecanismos que bloquean la muerte celular.

2.3.2.1. Reparacion del ADN: Como se menciond anteriormente la citotoxicidad
del CDDP deriva de su union al ADN, formando aductos lo que induce a cambios
conformacionales. Por ende un incremento en la reparacién del ADN es un
mecanismo de resistencia potencial. La reparacion de los aductos de CDDP ocurre
principalmente por escision de nucleotidos. La reparacion por escision de nucledtidos
(NER) se inicia cuando se forma el aducto lo que origina un cambio conformacional

en la doble hélice del ADN. El factor de unién al ADN dafiado se une al complejo de
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preincision, siendo este complejo proteico el que localiza la zona dafiada del ADN, la
hélice se desenrolla en la zona dafiada para posteriormente ser escindida por la
enzimas ERCC1/XPF, las ADN polimerasas sintetizan el segmento ausente, cuando
NER es completado el ADN se repara y vuelve a su forma helicoidal (Figura 11)
(Cepeda et al., 2007; Martin et al., 2008).

e
HN= =G

Figura 11. Reparacion por Escision de Nucleotidos. (a) EI ADN dafiado es
reconocido por XPA, RPA y XPC-HR23. (b)Se une a TFIIH y forma el complejo de
preincision. (c) La hélice se desenrolla en la zona dafiada para posteriormente ser
escindida por la enzimas ERCC1/XPF. (d) Finalmente la ADN polimerasa sintetiza el
fragmento ausente. (e) Cuando el NER esta completado el ADN se repara y vuelve a
su forma helicoidal. Fuente: Jamieson y Lippard, 1999.

2.3.2.2. Via Reparacion de Genes: Es un sistema de reparacion post-replicacion
que corrige los nucledtidos no apareados, estan involucrados al menos cinco
proteinas (MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 y PMS2) y requiere de la presencia de ATP.
Las proteinas reconocen los nucle6tidos no apareados y forman un complejo que se
localiza en la zona afectada del ADN 'y escinde el segmento dafiado. Posteriormente
una ADN polimerasa sintetiza la porcion faltante de la hebra (Cepeda et al., 2007,
Martin et al., 2008).
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2.4. Muerte celular inducida por CDDP.

Los organismos multicelulares presentan dos mecanismos de eliminacion de
células: la apoptosis y la necrosis. Los procesos de necrosis y apoptosis difieren en
varios aspectos. La necrosis involucra la ruptura de la membrana plasmatica,
liberacion del contenido intercelular lo cual conducen a inflamacion y finalmente a la
desintegracion celular. En contraste, la apoptosis se caracterizan por: la pérdida de la
asimetria de los fosfolipidos de la membrana, condensacién de la cromatina,
reduccion en el tamafio nuclear, ruptura del ADN internucleosomal, encogimiento
celular, formacion de protuberancias en las membranas y ruptura de la célula
formandose los pequefios cuerpos apoptéticos (Figura. 12). Finalmente, los cuerpos
apoptoticos son fagocitados por otras células. La apoptosis es una respuesta
fisiologica programada y altamente regulada en la cual la muerte celular ocurre sin

dafos colaterales a los tejidos circundantes (Pitrak et al., 1996).

Apoptosis Cuerpos
Apoptéticos

Célula
Viable

Necrosis Lisis celular
v nuclear

Figura 12: Muerte Celular: Apoptosis y Necrosis. Fuente: Van Cruchten y Van
Den Broeck, 2002,

La apoptosis puede ser iniciada por tres vias diferentes: (a) la via extrinseca, que se

inicia con la union a receptores de muerte y posterior activacion de la caspasa 8; (b)
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la via intrinseca desencadenada por el estrés celular, seguida de la activacion de la
caspasa 9; y (c) la via de la granzima B, en la cual la proteasa granzima B penetra a la
célula diana. Cada una de estas vias converge a una fase de ejecucion comdn de la
apoptosis que requiere la activacion proteolitica de las caspasas 3 0 7 de sus
zimdgenos inactivos. En resumen, las principales caracteristicas bioquimicas de la
apoptosis incluyen la activacion de la cascada de las caspasas y la fragmentacion del
ADN, donde las mitocondrias juegan un papel muy importante debido a que liberan
proteinas proapoptoéticas, y la entrada de estas proteinas al citoplasma estan reguladas
por otras de la familia Bcl2 (Figura 13) (Ghavami et al., 2009).
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Figura 13. Mecanismo molecular de la apoptosis: La apoptosis celular puede
iniciarse a través de la union de receptores de muerte celular con su ligando (lo cual
inicia la via extrinseca), activando a la caspasa 8. La apoptosis se inicia por
activacion directa de las caspasas efectoras (caspasa 3). Por otra parte, dafios en el
ADN o ROS (Especies reactivas de oxigeno) inducen la expresion de Bax y Bak, las
cuales causan cambios en la permeabilidad e la membrana mitocondrial, liberandose
citocromo c. Este ultimo una vez en el citoplasma se une a Apaf 1 y a la pro-caspasa
9 en presencia de ATP, activando a la caspasa 9 que a su vez activa a la caspasa 3
(via intrinseca). Fuente: Vries et al., 2006; Ghavami et al., 20009.
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El CDDP puede inducir tanto necrosis como apoptosis. La muerte celular por
necrosis es producto de la hiperactivacion de la poli(ADP-ribosa)polimerasa (PARP),
la cual es inducida por el excesivo dafio al ADN. El PARP escinde el NAD",
transfiriendo los restos de ADP-ribosa a los grupos carboxilos de las proteinas
nucleares, causando la deplecion de la NAD'/ATP y como resultado, la necrosis

(Figura 14) (Fuerte et al., 2003; Wang y Lippard, 2005).
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Figura 14. Mecanismo de induccién de necrosis por CDDP: La ruptura de la hebra
del ADN inducida por CDDP activa PARP-1, que escinde NAD" en poli (ADP-
ribosa) y restos de nicotinamida. El resultado es una disminucion de NAD" con una
caida concomitante de los niveles de ATP. Si los niveles de ATP en la célula tumoral
son bajos, entonces, se muere por necrosis. Fuente: Fuerte et al., 2003

Las mayorias de las rutas de sefializacion apoptdticas inducidas por las drogas

antineoplasicas culminan con la activacion de la cascada de las caspasas. Los
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mecanismos especificos por los cuales se activa la apoptosis inducida por el CDDP
aun no estan bien definidos, existen estudios que indican que la misma puede
implicar la activacion de sistemas de receptores de muerte como el CD95 (APO-
1/Fas), de hecho esta comprobado que el CDDP a concentraciones terapéuticas
conduce a la induccion de CD95-ligando, el cual puede mediar la muerte celular de
forma autocrina o paracrina mediante la interaccion de CD95-ligando/receptor. La
interaccion de CD95-ligando/receptor conlleva a la activacién de la caspasa 8 y
posteriormente la caspasa 3 induciendo a la apoptosis celular (figura 15) (Friesen et
al., 1999).

Cisplatin

Figura 15. Apoptosis inducida por CDDP: EI CDDP induce apoptosis producto del
dafio en la doble hélice del ADN creando cambios conformacionales que conducen a
la expresion de p53, el cual puede activar diferentes mecanismos de iniciacion. Por
una parte, la apoptosis puede iniciarse por activacion de receptores de muerte celular
y por la otra, se induce la liberacion del citocromo ¢ desde la mitocondria. Ambos
mecanismos culminan con la activacion de la cascada de las caspasas. Fuente:
Hanigan y Devarajan, 2003.

Otros estudios revelan que la activacion de las caspasas puede darse por via

mitocondrial, debido a que algunas células tratadas con la droga presentan niveles
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elevados de citocromo C en su citoplasma. Ante el dafio en el ADN producido por el
CDDRP, se produce la expresion de p53, y si este dafio es irreparable la p53 activa la
expresion de Bax, la cual permeabiliza la membrana mitocondrial externa y permite
la liberacion de citocromo c; este se une a APAF1 y a la procaspasa 9 en presencia
de ATP, dando lugar a forma la activa la caspasa 9, siendo esta responsable de activar
a la caspasa 3 e inducir a apoptosis (Figura 15) (Wang y Lippard, 2005).

Lo expuesto revela que la apoptosis inducida por CDDP es dependiente de la p53.
A pesar de ello, existen estudios que involucran vias apoptoticas inducida por CDDP
independiente de la expresion de p53. Estudios en tumores de células germinales
testiculares revelaron que el CDDP puede inducir a apoptosis a través de la activacion
de la via de sefializacion de MEK-ERK, que culmina con la activacion de la caspasa

3y por lo tanto la muerte celular programada (Schweyer et al., 2004).

2.5. CTZ y su interés en la terapia antileucémica.

El CTZ (CTZ) es un antimicotico derivado del imidazol (Figura 16) que actua
inhibiendo la biosintesis del ergosterol en la pared celular. Como la mayoria de los
antifungicos azolicos inhiben el citocromo P450-dependiente de la 14 o-desmetilasa,
una enzima clave en la sintesis de ergosterol (Henry y Sisler citado por Turan et al.,
2001 y Chou et al., 2008). Ademas modula la via de sefializacién de los canales
ionicos en las células, las cuales son importantes para la supervivencia y crecimiento

celular.
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Figura 16. CTZ: Clotrimazol. Fuente: Turan et al., 2001.

Los canales de potasio dependientes de calcio se expresan ampliamente en las
células de los diferentes tejidos, siendo activados por las concentraciones de iones
calcio (Ca™) en el interior celular, un incremento en las concentraciones de Ca*™" en el
citoplasma induce a la activacion de estos canales, provocando la salida de potasio
restaurando de esta forma el potencial de membrana (Berkefeld et al., 2010). En la
célula la liberacion de Ca™ por el reticulo endoplasmatico puede ser el resultado de
la produccion de inositol-1,4,5-trifosfato, el cual es activado por la transduccion de
sefiales externas a través de receptores de superficie, en condiciones fisioldgicas, el
aumento de calcio intracelular induce a la apertura de los canales de calcio en la
membrana citoplasmatica y activa los canales de potasio dependiente de calcio; CTZ
interrumpe la homeostasis mediante la liberacion del calcio intracelular y el bloqueo

de los canales de potasio (Ito et al., 2002).
El interés de esta compuesto en la terapia antileucémica se basa en:

1. La inhibicion de la proliferacion de células malignas in vitro e in vivo,
sin evidencia de toxicidad sistémica (Benzaquen et al. citado por Ito et al.,
2002).

2. Inhibe la proliferacion de linfocitos normales mediante el bloqueo de canales

ionico (Jensen et al. citado por Ito et al., 2002).
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3. Las concentraciones de CTZ y sus metabolitos que interfieren el bloqueo de los

canales idnico son alcanzables in vivo (Brugnara et al., citado por Ito et al.,

2002).

3. Sistema de Hipétesis, Variables e Indicadores.

3.1. Hipotesis.

Los efectos antileucémicos in vitro del complejo CTZ-Pt, son mayores que los de las
combinaciones de CTZ con CDDP y CTZ con TDDP.

3.2. Variables e Indicadores.

Variable
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Independiente

Intervinientes

Dimensidn
Proliferacion
Celular.

Viabilidad Celular.

Indicador

Cuantificacion del nimero

de células.
-La perdida en la integridad de la
membrana ocasiona cambios en
la tincidbn  observados por
microscopia optica.
-Cambio en la absorbancia por la
accion de enzimas detectados
por un espectrofotometro.
-Cambios morfologicos
observados por microscopia de
fluorescencia.
-Cambios en el
detectados
flujo.

marcaje
por citometria de

Método

Contaje en

Hemocitometro
-Azul tripano.
-MTT.
-Microscopia de
fluorescencia
Naranja de
Acridina/Bromu
ros de Etidio.
-Citometria de
Flujo tincion
con loduro de
propidio.

CTZ-Pt y las combinaciones de CTZ con CDDP y CTZ con TDDP.

Tiempo de incubacion y concentraciones de los complejos.




I1l. MATERIALES Y METODOS.

1. Tipoy Disefio de Investigacion.

La investigacion ejecutada, atendiendo a su nivel es de tipo descriptiva y de
acuerdo a su disefio es experimental, ya que se determind si CTZ-Pt causa efectos
sobre las funciones bioldgicas de la linea celular leucémica Jurkat; y si dichos efectos
difieren de los observados con las combinaciones de CTZ con CDDP y CTZ con
TDDP. Esto permitié establecer una relacion causa efecto sustentada en la
introduccion de un factor causal (droga) para la determinacion de los efectos
producidos sobre las células, manipulando en consecuencia, las variables objeto de la

investigacion (Arias, 2004).

2. Unidades Experimentales.

Se realizaron una serie de ensayos in vitro utilizando como unidad de investigacion
la poblacion celular de linfocitos T tumorales células Jurkat (Figura 17) (Abraham y
Weiss, 2004), donadas por el Centro de Medicina Experimental del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), las cuales fueron cultivadas y
mantenidas in vitro en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
de Carabobo (BIOMED-UC).
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Figura 17. Clones de células Jurkat en cultivo.

3. Procedimientos
3.1. Cultivo Celular.

Las células Jurkat se cultivaron en un medio RPMI 1640 suplementado con suero
fetal bovino al 10% L-glutamina 2 mM y 1 % de estreptomicina penicilina 100
ug/mL. Para todos los protocolos experimentales se colocaron en una placa de 96
pozos fondo en U controles celulares de tiempo cero que contenian 100 uL de
suspension de células Jurkat (0,2 x 10° células/mL) y 100 puL de medio RPMI
suplementado con el fin de verificar la integridad de las células antes de adicionar los
compuestos. Asimismo controles sin los compuestos a los tiempos de incubacion
estudiados, estos contenfan 100 pL de suspensién de células Jurkat (0,2 x 10°
células/mL), 99 uL de medio RPMI suplementado y 1 upuL de DMSO

(dimetilsulfoxido solvente en el cual se disuelven los compuestos).

3.2. Determinacion de los efectos de CTZ-Pt, sobre la proliferacion de células
Jurkat.

La proliferacion celular fue evidenciada a través del crecimiento de la poblacion
celular, lo cual se cuantifica mediante el uso de un hemocitometro, para ello, en una
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microplaca de 96 pozos de fondo U se colocaron 100 pL de suspension de células
Jurkat (0,2 x 10° células/mL) y 99 pL de medio RPMI suplementado de la forma

antes sefialada. La placa fue preincubada a 37°C y atmosfera de 5%CO; durante 24 h.

Transcurrido el periodo de preincubacién se contaron los controles de Oh y se
afiadieron en cada pozo de la misma microplaca 1 pL de CTZ-Pt, CDDP, TDDP o
CTZenunrangode25a40 uMy 1 uL de DMSO a los pozos controles. Se incubd
en atmosfera himeda de 5 % de CO, por 24 h adicionales. Por ultimo, culminado el
periodo de incubacion se evidencid el crecimiento celular empleando el
hemocitometro, el cual permitié cuantificar el nimero de células por mL empleando

la siguiente ecuacion:

La proliferacion celular fue calculada determinando el indice de crecimiento o de
proliferacion. Este fue estimado dividiendo el ndmero de células a las 24 h de
incubacion entre el nimero de células al momento de afadir los compuestos. Los

resultados fueron expresados como porcentaje del control.

De igual manera se procedio para determinar los efectos de las combinaciones de
TDDP/CTZ y CDDP/CTZ.

3.3. Determinacién de los efectos CTZ-Pt, sobre la viabilidad de células
Jurkat.

Las células Jurkat (0,2 x 10° células/mL) se colocaron en una microplaca de 96
pozos y fueron preincubadas en las condiciones descritas anteriormente. Transcurrido

el periodo de preincubacién se realizé la lectura de los controles de 0 h mediante el
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método de azul tripano. Se afiadieron en cada pozo de la misma microplaca 1 uL de
CTZ-Pt, CDDP, TDDP 0 CTZ, enunrango de 2,5a40 uM y 1uL de DMSO a los
pozos controles, se incubd en atmdsfera himeda de 5 % de CO, por 24 h. Finalizado
el periodo de incubacion se procedié a determinar la perdida de viabilidad en
términos de necrosis y apoptosis, empleando el método de exclusién azul tripano,
microscopia de fluorescencia, reaccién del MTT y citometria de flujo tincion con
naranja de acridina y bromuro de etidio.

3.3.1. Método de exclusion de azul tripano.

Este método esta basado en la difusién pasiva del pigmento de alto peso molecular
azul tripano a través de las membranas celulares. Las células sanas excluyen el
pigmento, mientras que las células dafiadas (necrdticas) adquieren una coloracion
azul cuando se observan al microscopio (Figura 18) y de esta manera pueden contarse
con la ayuda de un hemocitometro o un simple portaobjeto (Patterson, 1979).

Figura 18. Microfotografia de células Jurkat tefiidas con azul tripano

Para ello, se tomaron 20 pL de suspension celular y se mezclaron con 20 uL de
colorante azul tripano al 0,4 %. Luego se observaron al microscopio Optico con
objetivo de 40X contando las células que han perdido viabilidad (color azul) con

respecto a un total de 100 células.
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3.3.2. Microscopia de Fluorescencia.

La microscopia de fluorescencia permitié observar organizaciones aberrantes de la
cromatina, principal rasgo caracteristico de los procesos apoptéticos. Para ello se
empled el colorante fluorescente naranja de acridina (NA), el cual permitio
determinar cuantas células han sufrido apoptosis. En vista de que este colorante no
permite hacer una diferenciacion entre células viables y no viables, se empleo una
mezcla de NA y bromuro de etidio (BE) (en una relacion 1:1, a una concentracion
de 10 mg/mL), ya que la captacion diferencial de estos dos pigmentos permite hacer
la distincion de la viabilidad (Sweeney et al., 1997).

Se coloco 1 uL de la mezcla apropiada de pigmentos en el fondo de tubos de
ensayo y se afiadio 25 uL de la suspension celular con suave agitacion manual.
Posteriormente se coloco 10 uL de esta mezcla en una lamina portaobjetos limpia y
se cubrié con una laminilla de 22 mm?. La preparacion resultante se examiné con un
objetivo seco de 40x 0 60x usando epi-iluminacion (Microscopio de fluorescencia

Lieder) y una combinacién de filtros apropiada para observar la fluorescencia.

Se contaron un minimo de 200 células, registrando el numero de cada uno de los
siguientes estados celulares: (i) células viables con nacleos normales (VN; cromatina
verde brillante con estructura organizada); (ii) células con nacleos apoptéticos (VA,
cromatina verde brillante la cual esta altamente condensada o fragmentada); (iii)

células no viables (NVN; cromatina naranja brillante con estructura organizada).

Tanto las células vivas como las muertas incorporan NA el cual se intercala en el
ADN haciéndolo aparecer verde y enlaza al ARN, tifiéndolo de rojo. Asi, una célula
viable tiene cromatina verde brillante en su ndcleo y el citoplasma rojo. BE es
capturado solamente por células no viables, se intercala en el ADN haciéndolo
aparecer naranja, pero enlaza débilmente al ARN el cual puede verse ligeramente
rojo. Asi, una célula muerta tiene cromatina naranja brillante (BE se impone sobre

NA) y su citoplasma, aparecerd rojo. Usando este método, los nucleos tanto
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apoptdticos como normales en las células vivas fluorescen verde brillante. En
contraste, los nucleos normales o apoptdticos en las células muertas fluorescen

naranja brillante (Figura 19).

Figura 19. Micrografia de células Jurkat tefiidas con la mezcla fluorescente
naranja de acridina y bromuro de etidio. Fuente: Mukhopadhyay et al., 2001.

3.3.3. Reaccion del MTT.

La tecnica se fundamente en la reduccion del MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniloromurodetetrazolio), a purpura formazan por accion de reductasas presentes

en las células vivas (Mosmann, 1983; Riss y Moravec, 1992).

Para ello se trasvasd 100 pL de la suspension tratada con los compuestos a una
microplaca fondo de plano y en cada pozo se agregé 10 uL del colorante MTT (5
mg/mL) y se re-incubd en las condiciones antes descritas por 4 h para obtener los
cristales del colorante formazan, los cuales se disolvieron con una solucion detergente
(Triton X-100 al 10% v/v y HCI 0,1 M en isopropanol). Finalmente, se midio la
absorbancia en un fotdmetro de microplaca (Multiskan Ascent, Labsystems) con filtro

de 550 nm. Los resultados fueron expresados como el porcentaje del control.
3.3.4. Tincién y citometria de flujo con loduro de propidio (IP).

Se basa en el principio de que las células apoptéticas, se caracterizan por la
fragmentacion del ADN vy, por consiguiente, la pérdida de contenido de ADN nuclear.
El uso de un fluorocromo, como PI, que es capaz de unirse y marcar al ADN hace

posible la evaluacién rapida y precisa del contenido de ADN celular por citometria de
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flujo, y posterior identificacion de las células hipodiploides (Figura 20) (Riccardi y
Nicoletti, 2006).

GO/G1

Ceélulas

~  Hipodiploides

Contenido de ADN

Figura 20. Histograma representativo de citometria de flujo. Fuente: Riccardi y
Nicoletti, 2006

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion con los compuestos en estudio las
células son lavadas con PBS 1X, posteriormente, la suspension celular fue
resuspendida en 500 pl de Solucién de fluorocromo; dicha solucion contiene 5 mg/L
de IP disuelto en agua destilada al 0.1 % de citrato de sodio y 0.1 % de Triton 100X).

Finalmente, se incubd durante una hora a 4°C y se analiz6 por citometria de flujo.

3.4. Determinacion de los efectos de las combinaciones de CTZ méas TDDP y

CTZ méas CDDP sobre la viabilidad y proliferacion de las células Jurkat
Para evaluar los efectos de las combinaciones se siguieron las siguientes pautas:
3.4.1. Evaluacidn efectos individuales de cada compuesto: Se evaluaron los efectos

individuales de cada compuesto sobre la proliferacion y la viabilidad de las células

Jurkat, para ello se emple6 la metodologia descritas en los apartados 3.2 y 3.3
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3.4.2. Seleccion de las concentraciones para las combinaciones: Las
concentraciones y el cociente de concentraciones adecuado para el estudio de las
combinaciones fueron seleccionados en funcidn a los resultados obtenidos al evaluar

diferentes funciones celulares.

3.4.3. Evaluacion de los efectos de las combinaciones: Se evaluaron los efectos
individuales y combinados sobre la proliferacion, la viabilidad y la apoptosis
utilizando para ello las técnicas de conteo en hemocitometro, reaccion del MTT vy
tincion y citometria de flujo con ioduro de propidio.

3.4.3.1. Incubacion con los compuestos: En una microplaca de 96 pozos de
fondo U se colocaron 100 pL de suspensién de células Jurkat (0,2 x 10%/mL) y 99 pL
de medio RPMI suplementado. La placa fue incubada a 37 °C y atmosfera de 5 %
CO; durante 24 h.

Transcurrido el periodo de preincubacion se procedio a determinar los valores de
absorbancias de los controles de Oh y se afiadieron simultdneamente en cada pozo de
la misma microplaca 0,5 uL de los compuestos platino enunrango de 1 a 16 uM y
0,5 uL de CTZ en un rango de concentraciones 2 a 32 uM; adicionalmente con la
finalidad de evaluar los compuestos individuales se afiadié 0,5 uL de los compuesto,
en el rango de concentraciones anteriormente mencionado y 0,5 uL. de DMSO y 1
uL de DMSO a los pozos controles. Se incubd en atmdsfera himeda de 5 % de CO,
por 24 h. Al finalizar la incubacion se resuspendieron los pozos de forma homogénea

y se procedi6 a la lectura.

3.4.3.2. Anadlisis de las combinaciones:

Para determinar el tipo de efecto producido por las combinaciones de CDDP/CTZ

y de TDDP/CTZ, se empled el método propuesto por Chou y Talalay (1984). El
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metodo tiene como base la denominada ecuacion del efecto de la mediana (del inglés
“the median-effect equation”), la cual esta disefiada para correlacionar las dosis de las

drogas con sus efectos citotdxicos o citostaticos de la forma mas sencilla posible.

Ecuacion del efecto de la mediana: Esta ecuacion constituye una especie de teoria
unificada deducida a partir de las cuatro ecuaciones béasicas de las ciencias
biomédicas: Henderson-Hasselbalch, Michaelis-Menten, Hill y Scatchard.

{_‘ﬂ g D -, M
f‘u m_;

Donde:

¥ es la dosis de la droga

Iy, es la dosis que determina la potencia de la droga

f, es la fraccion afectada por la dosis

f, cs la fraccion no alectada (£, = 1 — £}

m s un exponente que describe la sigmoidicidad de la curva
dosis-respucsta

f m

Una forma alternativa de la ecuacion —o— —— B
f, D,
es lasiguiente: D =D, —
(1-1)

La ecuacion del efecto de la mediana se empled para calcular el valor de Dy, el
cual representa la dosis de una droga que inhibe (o destruye) al “x” % de las células
(este valor puede representarse como el 1Csy, 1Cz0, 1C7s, etc., que inhibe el
crecimiento o la supervivencia celular, o alternativamente, que estimula la apoptosis

0 necrosis). Esos valores permitieron determinar si los efectos de las combinaciones
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de dos 0 mas drogas eran aditivos, antagdnicos o sinérgicos, mediante el empleo del

denominado indice de combinacion que se define a continuacion:

Determinacion del indice de Combinacion (CI): El indice de combinacion es
una medida cuantitativa del grado de interaccion entre las drogas en términos de
efecto aditivo (CI = 1); efecto sinérgico (ClI < 1) y efecto antagénico (CI > 1). Para la
combinacion de dos drogas, el Cl se calcula asi:

(D) N (D), N (D),(D,
(DX) 1 (DX)2 (DX) 1 (DX)2

Donde (D): y (D), son las dosis de las drogas 1 y 2 que tienen un x% de efecto

Cl =

cuando se usan en combinacion, mientras que (Dx)1 Y (Dx)2 representan las dosis de

las drogas 1y 2 que tienen el mismo x% de efecto cuando se emplean solas.

El programa Calcusyn® fue empleado para analizar los datos provenientes de
experimentos en los cuales las concentraciones de las drogas bajo estudio tuvo
relaciones o cocientes fijos cuando se afiadan juntas. Por ejemplo, si durante
experimentos preliminares de inhibicion de la proliferacion celular se determind que
el 1ICso de la droga A fue 4 mM y el 1Csy de la droga B fue 10 mM, la combinacion de

ambas drogas puede hacerse segun el siguiente esquema:
0,25 X 1Cs0(A)/ 0,25 X ICs0(B) — 1 mM/2,5 mM
0,50 x 1Cs0(A)/ 0,50 X 1Cs0(B) — 2 mM/5 mM
1 X ICs0(A)/ 1 X IC50(B) — 4 mM/10 mM
2 X ICs0(A)/ 2 X 1Cs0(B) — 8 mM/20 mM

4 X 1Cs0(A)/ 4 X 1Csp(B) — 16 mM/40 mM
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Dm: Empleando la ecuacion del efecto de la mediana bajo la forma:

Aplicando logaritmos a ambos miembros se obtiene:
log D = log Dy + 1/m log (fa/1-1).

Por lo tanto si se grafica log [f./(1-f)] vs. log D, se obtiene una recta cuyo
intercepto con el eje de las x es el log Dy (En el caso hipotético presentado aqui, Dn,
seria el ICso de la combinacion).

m: es una medida de la sigmoidicidad de la curva dosis-efecto. Este valor se

determina por la pendiente del gréafico del efecto de la mediana.

r: El valor de r corresponde al coeficiente de correlacion lineal del grafico del
efecto de la mediana. Es considerado como la primera linea estadistica para medir la
conformidad de los datos con el principio de la ley de accion de masas. Un valor de r

igual a 1 indicaria conformidad perfecta.

Cl: EIl indice de combinacién Cl es una medida cuantitativa del grado de
interaccion en los términos de efectos aditivos, sinérgicos o antagonicos tal como se
definieron arriba. La figura 21 ilustra una representacion de los graficos

suministrados por el programa CalcuSyn ® para el ejemplo aqui citado.
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Figura 21. Gréfica del efecto de la mediana (A), grafico del indice de
combinacién con la fraccion afectada (B) y grafico de los indices de reduccion de

la dosis con la fraccion afectada (C).

4. Andlisis Estadistico de los Datos.

Una vez obtenidos los datos de esta investigacion se realiz6 el analisis estadistico

correspondiente a través de la utilizacion de la estadistica descriptiva, con el fin de

determinar medidas de tendencia central y dispersion, asi mismo se realiz6 también

un analisis de varianza (ANAVAR) y las correspondientes pruebas de medias
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(Dunnett y Bonferroni pair test) a fin de verificar diferencias entre los distintos

tratamientos.

Todos los valores obtenidos relacionados con los efectos del compuesto y de las
combinaciones sobre la proliferacién y viabilidad de las células Jurkat, fueron
expresados como el promedio + S.E.M (error estandar medio) de al menos cuatro
ensayos diferentes. Para determinar si los valores de los indices de combinacion (C.1.)
promediados son el resultado de eventos antagonicos, aditivos o sinergisticos, se
empleo una prueba t de Student de dos colas. Esta prueba compar6 el promedio de los
C.l. obtenidos en al menos cuatro ensayos independientes con el valor hipotético de
1, el cual constituyo el limite que define la naturaleza de los eventos mencionados
anteriormente. En todos los casos estudiar, las diferencias fueron consideradas
significativas si el valor de p fue menor o igual que 0,05. Para los analisis estadisticos

se empleo el programa InStat version 3.0 (GraphPad Software).



I1l. RESULTADOS

Con el propésito de comparar los efectos antileucémicos in vitro del complejo
CTZ-Pt con el de las combinaciones CDDP/CTZ y TDDP/CTZ, se evaluaron en
primer lugar los efectos de los compuestos individuales: CTZ-Pt, CDDP, TDDP y
CTZ. Paratales fines se selecciond el intervalo de concentraciones comprendido entre
2,5 uM y 40 uM debido a que dentro de esos valores se encuentran las maximas
concentraciones séricas tolerables para el antifungico CTZ y el anticancerigeno
CDDP, los cuales son los unicos utilizados en la investigacion, cuyo uso esta
autorizado para el consumo humano (Seo et al., 1977; Reece et al., 1987). Por otra
parte, todas las lecturas en los diferentes ensayos se hicieron a las 24 h posteriores a
las adiciones de las drogas. No se hicieron evaluaciones en ensayos de mayor
duracion debido a que tanto para el CTZ como para el CDDP se han reportado
rapidas declinaciones (dentro de las primeras 10 h después de su administracion) de

sus concentraciones sangre (Seo et al., 1977; Reece et al., 1987).

1. Efectos de CTZ-Pt sobre la proliferacion de las células Jurkat.

La figura 22 muestra la proliferacién de las células Jurkat en presencia de varias
concentraciones de los compuestos bajo estudio. Con la excepcion del TDDP, todos
los compuestos inhibieron la proliferacibn de modo dependiente de sus
concentraciones con valores aproximados de los ICsg iguales a 7 uM para el CTZ-Pt,
15 uM para el CTZ y 14 uM  para el CDDP. No se observo inhibicion de la

proliferacién en las células tratadas con el TDDP por lo que no pudo determinarse su
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ICso. Este resultado confirma las conocidas diferencias antitumorales entre el
clinicamente activo CDDP y su isomero inactivo TDDP y concuerda con los
resultados obtenidos en un trabajo recientemente publicado en el cual las células
Jurkat fueron tratadas con ambos complejos (Tao et al., 2010). Por otra parte, aunque
no hay trabajos publicados acerca de los efectos de CTZ sobre células Jurkat, se ha
demostrado que a la concentracion de 10 uM, CTZ induce apoptosis en otras lineas

celulares de leucemia linfocitica aguda (Ito et al., 2002).
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Figura 22. Efectos de los compuestos individuales sobre la proliferacion. Las
células fueron ajustadas a 2.10° células/mL e incubadas durante 24 h a 37 °C y 5%
CO, en presencia de diferentes concentraciones de los compuestos. Los controles
estuvieron representados por células tratadas en iguales condiciones pero en ausencia
de los compuestos. Se determind la proliferacion empleando un hemocitometro y los
resultados fueron expresados como el porcentaje del control. Se aplico la prueba de
Dunnett comparando los efectos de cada concentracion de los compuestos con el
control correspondiente sin droga. p<0,05 fue considerado significativo (N=4).
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2. Efectos CTZ-Pt sobre la viabilidad de las células Jurkat.

En la investigacidbn se hicieron experimentos cuyos resultados se expresan
mediante graficos que demuestran la presencia (0 la ausencia) de los efectos
dependientes de las concentraciones de cada una de las drogas ensayadas sobre la
“viabilidad” de las células Jurkat. En realidad, en cada uno de los ensayos se evalu6
la “pérdida de viabilidad” de esas células bajo los términos de (a) incrementos en la
necrosis, o pérdidas en la integridad de la membrana plasmatica, observados por la
incapacidad de excluir tanto al colorante azul tripano como al fluorocromo bromuro
de etidio; (b) incrementos en la apoptosis, o pérdidas en la integridad de la cromatina,
observados con la ayuda de la fluorescencia generada por naranja de acridina, un
agente que se intercala en el ADN vy (c) disminucion en la capacidad de reducir al
colorante MTT, un indicador que sufre cambios en sus propiedades fisicoquimicas
como consecuencia de la pérdida de eventos bioquimicos que ocurren en las células

vivas, pero que se detienen después de la muerte celular.

2.1. Efectos sobre la necrosis y apoptosis evaluadas mediante microscopia

Optica y de fluorescencia.

La figura 23 corresponde a los efectos del tratamiento durante 24 h con los
compuestos individuales sobre la viabilidad de las células Jurkat en los términos de
necrosis (A y B) y apoptosis (C). Los resultados dosis-dependientes observados
mediante la captacion del azul tripano (Figura 23A) y de la fluorescencia del bromuro
de etidio (Figura 23B) fueron esencialmente idénticos para cada uno de los cuatro
compuestos. En todos los graficos se muestra que el complejo CTZ-Pt induce efectos
necroticos y apoptéticos mas potentes que el resto de los compuestos. Por otra parte,

los efectos citotoxicos del CDDP y del CTZ fueron muy similares mientras que los



42

correspondientes al TDDP no fueron diferentes a los del control sin droga dentro del

intervalo de concentraciones ensayado.
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Figura 23. Efectos de los compuestos individuales sobre la necrosis y la

apoptosis. Las células fueron ajustadas a 2.10° células/mL e incubadas durante 24 h a

37 °C y 5% CO; en presencia de diferentes concentraciones de los compuestos. Los
controles estuvieron representados por células tratadas en iguales condiciones pero en
ausencia de los compuestos. Se determind la viabilidad empleando los métodos de
exclusion del azul tripano (A) y microscopia de fluorescencia mediante tincién con
naranja de acridina y bromuro de etidio (B y C). Se aplico la prueba de Dunnett
comparando los efectos de las concentraciones de los compuestos con el control sin

droga. p<0,05 fue considerado significativo (N=4).
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Con la finalidad de hacer los estudios comparativos de los efectos apoptdticos
generados por las drogas individuales con los correspondientes al complejo CTZ-Pt,
la figura 23C muestra solamente los efectos producidos hasta una concentracion
maxima de 10 uM, debido a que dentro del intervalo 0-10 uM, los efectos pro-
apoptoticos del CTZ-Pt crecen de un modo dependiente de la dosis. Por encima de
esa concentracion, el CTZ-Pt genera eventos necroticos importantes (figuras 23A y
23B) en algunas células que probablemente estaban destinadas a morir por apoptosis.
En tales casos, la fragmentacion de la cromatina observable por la fluorescencia de la
naranja de acridina seria enmascarada por la fluorescencia del bromuro de etidio en
las celulas que perdieron la integridad de su membrana plasmatica. El resultado final
es un descenso ficticio en el porcentaje apoptosis como consecuencia del incremento

en el porcentaje de necrosis.
2.2. Efectos sobre la viabilidad medida mediante la reaccion del MTT.

Los resultados de la figura 24 representados como las caidas de los porcentajes del
control en funcién de las concentraciones, corresponden a estudios de viabilidad
determinados mediante la reaccion del MTT. Esta reaccion permite evaluar la
actividad metabdlica celular y los resultados obtenidos se normalizaron y expresaron
como el porcentaje de las células viables. Con la excepcién del TDDP, se observé
que los efectos de todos los compuestos tienen un comportamiento dependiente de la
concentracion. De nuevo, el CTZ-Pt exhibié los mayores efectos citotoxicos. Por
otra parte, al comparar los valores de los ICsq para la inhibicion de la proliferacion
(Figura 22) con los correspondientes a las pérdidas de viabilidad determinadas
mediante la reaccién del MTT (Figura 24) se observd cémo los valores aproximados
de 7 uM para el CTZ-Pt, 14 uM para el CDDP y 15 uM para el CTZ se repiten en
ambos casos, sugiriendo que sus efectos citostaticos surgieron como consecuencia de

eventos citotdxicos.



44

100
90
8 ~ 80-
=29
3 *g‘ 70+
8 O 60
=3
> 40-
30
*%*
20 T T T T T T T T
0 4 8 12 16
Concentracion (uM)
—©— CTZ —©— CDDP - @- TDDP CTZ-Pt

Figura 24. Figura 22. Efectos de los compuestos individuales sobre la viabilidad.
Las células fueron ajustadas a 2.10° células/mL e incubadas durante 24 h a 37 °C y
5% CO,, en presencia de diferentes concentraciones de los compuestos. Los controles
estuvieron representados por células tratadas en iguales condiciones pero en ausencia
de los compuestos. Se determind la viabilidad empleando el método reaccion del
MTT vy los resultados fueron expresados como porcentajes del control. EI 100%
corresponde a un valor de absorbancia de 0,776 + 0,015. Se aplico la prueba de
Dunnett comparando los efectos de cada concentracibn  contra el control
correspondiente sin droga. p<0,05 fue considerado significativo (N = 4).

3. Efectos de las combinaciones de CTZ mas TDDP y CTZ méas CDDP sobre la

viabilidad y proliferacion.

Para evaluar los efectos de las combinaciones, las drogas TDDP y CTZ se
combinaron en una proporcion constante [TDDP]/[CTZ] = 1/2 con la finalidad de

mantener la misma relacion estequiométrica entre el metal (Pt) y el CTZ presentes en
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el complejo CTZ-Pt. En el caso de las combinaciones entre el CDDP y el CTZ,
ademas de la proporcion de 1/2, también se analizaron los efectos de la combinacién
en la proporcion 1/1 debido a que, en contraste con el TDDP, el CDDP genera efectos

dependientes de las concentraciones.

Para determinar si las interacciones entre las drogas combinadas con las células
Jurkat generan efectos antagénicos, aditivos o sinérgicos se empled el programa
CalcuSyn® en aquellos casos en los que se cumplan dos requisitos: (1) que los
efectos sean dependientes de las concentraciones de ambas drogas utilizadas en la
combinacion y (2) que los datos generados (inhibicion de la proliferacion o pérdida
de la viabilidad) se ajusten a la ecuacion de Chou-Talalay (Chou, 2010). Dicho
analisis permite: (a) la determinacion de los indices de combinacion (C.1.); (b) la
determinacion de los indices de reduccion de la dosis (IDR); (c) la determinacion
cuantitativa del ajuste de los datos a la ecuacion del efecto de la mediana (valor de r)
y (d) las mediciones de los valores de los ICso correspondientes a los compuestos
individuales y a sus combinaciones. La informacion de mayor relevancia es aquella
suministrada por los indices de combinacion debido a que esos nimeros reflejan si las

combinaciones ensayadas son antagonicas, aditivas o sinérgicas.

3.1. Efectos de la combinacion TDDP/CTZ sobre la viabilidad vy

proliferacion.

Los efectos de combinacion TDDP/CTZ sobre la viabilidad fueron determinados
mediante la reaccion del MTT, empleando la proporcion 1/2 dentro de los intervalos
de concentraciones de 2 a 8 uM para TDDP y de 4 a 16 uM para CTZ. En la figura
25 se representan los porcentajes de viabilidad de los compuestos solos y
combinados. En la figura puede observarse que los efectos de la combinacion

TDDP/CTZ son muy similares a los exhibidos por el CTZ solo, sugiriendo que, al
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menos dentro de esos intervalos, el CTZ y el TDDP no interacttan de tal modo que se

incrementen los efectos citotdxicos contra las células Jurkat.
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Figura 25. Comparacion de los efectos individuales y combinados de TDDP y
CTZ sobre la viabilidad. Las células fueron ajustadas a 2.10°> células/mL e
incubadas durante 24 h en presencia y ausencia de diferentes concentraciones de los
compuestos 37 °C y 5% CO,. La viabilidad se determiné empleando la reaccion del
MTT. Los resultados fueron expresados como porcentaje del control, donde el 100%
corresponde a un valor de absorbancia de 0,776 + 0,015. Se aplicé la prueba de
Bonferroni comparando pares de columnas p<0,05 fue considerado significativo (N =

4).

La proliferacion de las células Jurkat también se evalué en ensayos de 24 h y
empleando la proporcién 1/2 dentro del mismo intervalo de concentraciones mostrado
en la figura 25. De nuevo, las curvas graficadas en la figura 26 indican que los efectos
del CTZ y de la combinacién TDDP/CTZ no son diferentes indicando que bajo esas

condiciones, tampoco hay efectos citostaticos incrementados por la combinacion.



47

CTZ (uM)
0 4 8 12 16
| | | | |
_ 100
S
S =
S 2 75
c
S 8
Q
=3 50 .
=L S
e 3.
& 25-| - - TDDP/CTZ
—8— TDDP
—o— CTZ p>0,05
0 | | | | |
0 2 4 6 8
TDDP(uM)

Figura 26. Comparacion de los efectos individuales y combinados de TDDP y
CTZ sobre la proliferacion Las células fueron ajustadas a 2.10° células/mL e
incubadas durante 24 h en presencia y ausencia de diferentes concentraciones de los
compuestos 37 °C y 5%CO,. La proliferacion de las células viables se determind
mediante el conteo en hemocitémetro. Los resultados fueron expresados como
porcentaje del control, donde el 100% corresponde a 720.000 + 80.000 cel/mL. Se
aplico la prueba de Bonferroni comparando pares de columnas p<0,05 fue
considerado significativo (N = 4).

3.2. Efecto de la combinacion CDDP/CTZ sobre la viabilidad vy

proliferacion.

Tomando en cuenta la informacion suministrada en la figura 24, las
concentraciones individuales de CDDP y CTZ fueron combinadas en las

proporciones 1:1 y 1:2, tal como se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Combinacion CDDP/CTZ proporcién 1:1y 1:2.

Combinacién 1:1 Combinacion 1:2
CDDP/CTZ uM) CDDP/CTZ pM)
1/1 1/2
2/2 2/4
4/4 4/8
8/8 8/16
16/16 16/32

Para determinar si los efectos citotdxicos observados al combinar estos compuestos
en las proporciones indicadas fueron sinérgicos, aditivos o antagonicos, se empleo el
programa CalcuSyn. Para ello se realizaron cuatro ensayos independientes para cada
una de las combinaciones y se determind la viabilidad de las células previamente
incubadas durante 24 h con los compuestos. La viabilidad fue determinada mediante
la reaccion del MTT vy los valores fueron expresados como % del control. Los
gréficos de las figuras 23 son el resultado de promediar los datos obtenidos en los

cuatro ensayos individuales.

La figura 27 muestra que la combinacion CDDP/CTZ 1:1 generé efectos similares
a los de los compuestos individuales, mientras que la combinacién CDDP/CTZ 1:2
produce efectos mayores a los inducidos por los compuestos individuales. La tabla
AB anexa indica el correcto ajuste de los datos a la ecuacion del efecto de la mediana,

tal como lo sugieren los valores de r > 0,94.

Los gréficos de la figura 27C y 27D, son obtenidos a partir del empleo de la
ecuacion del efecto de la mediana (log (f./fy = m log(D) — m log (Dn); donde f, y f,
representan las fracciones afectadas y no afectadas, respectivamente. La tabla CD

revela que la combinacion CDDP/CTZ 1:2 es significativamente méas potente que los
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compuestos individuales para inhibir la viabilidad. Asi lo indica la disminucién
notable en el ICso del CDDP (desde 14,6 hasta 4,9 uM).

Las determinaciones de los indices de combinacion revelan que en la combinacion
CDDP/CTZ 1:1 (Tabla EF) solamente se generan efectos aditivos a partir de los
niveles que superen el 75% de la pérdida de viabilidad. Por debajo de ese valor, la
combinacion induce efectos antagdnicos. En efecto, el indice de combinacién
obtenido para inhibir el 50% de la viabilidad resulté igual a 1,6 + 0,1 el cual es
significativamente mayor que la unidad, de acuerdo con la prueba t de Student de dos
colas. Un andlisis similar para los efectos mayores, indicoO que los indices de
combinacion no son diferentes de la unidad, por lo que se le atribuyen efectos
aditivos a esa combinacion. En contraste, en la combinacion CDDP/CTZ 1:2 (Figura
27F y Tabla EF) los valores del indice de combinacion declinaron a medida que
aumentaban las concentraciones de los componentes de la combinacion,

encontrandose efectos sinérgicos a partir del 90% de la fraccion afectada.

Otra informacién importante suministrada por el programa CalcuSyn es el IDR
(indice de reduccidn de la dosis), una medida que indica cuanto se puede disminuir la
concentracion de un compuesto en una combinacion sinérgica a un nivel de efecto
dado en comparacién con la dosis de cada compuesto solo. En este sentido,
observamos que la combinacién CDDP/CTZ= 1/1 (Figura 28A) genera incrementos
muy modestos de los IDR para ambos compuestos. Por otra parte, en la combinacion
CDDP/CTZ= 1:2 (Figura 28B), el IDR del CDDP alcanza valores cercanos a 8 (7,82
+ 2,23) cuando la fraccion afectada es 0,9 mientras que para este mismo nivel de
efecto, el CTZ tiene un IDR cercano a 2 (2,20 + 0,39). Estos resultados indican que
los efectos sinérgicos tales como el exhibido por la combinacion CDDP/CTZ= 1:2
para las fracciones afectadas cercanas al 90%, estdn acompariados de reducciones en
las concentraciones efectivas. La figura 28B muestra claramente que la reduccion fue
mas notable para el CDDP, lo cual es muy positivo debido a los conocidos efectos
adversos del CDDP.
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Figura 27. Anélisis de los efectos de las combinaciones CDDP/CTZ sobre la
viabilidad. Las células fueron ajustadas a 2.10° células/mL e incubadas durante 24 h
en presencia y ausencia de diferentes concentraciones de los compuestos a 37 °C y
5% CO, y la viabilidad fue determinada mediante la reaccion del MTT. Las gréaficas
(A y B) corresponden a las curvas dosis-efecto y en la tabla adjunta (Tabla AB) se
muestran los coeficientes de correlacion lineal (r). Las graficas C y D representan las
expresiones logaritmicas de la ecuacion del efecto de la mediana y en la Tabla CD se
observan los valores de los 1Csq para los compuestos individuales y la combinacion
estudiada. En E y F se representan las variaciones del indice de combinacién contra la
fraccion afectada y en la tabla adjunta (Tabla EF) los valores promediados de los
indices de combinacién (INDC) para la induccion del 50%, 75% y 90% de la pérdida
de viabilidad INDC<1, INCD=1 e INDC>1 indican sinergia, aditividad y
antagonismo respectivamente. Los valores de p fueron considerados significativos
cuando p<0,05.
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Figura 28. Indice de reduccion de la dosis. Variacion de los indices de reduccion de
la dosis para las combinaciones: A) CDDP/CTZ 1:1 y B) CDDP/CTZ 1:2 en los
ensayos de viabilidad de las células Jurkat. Las condiciones de los ensayos fueron
idénticas a las mostradas en la leyenda de la figura 27.

Posteriormente se estudiaron los efectos de la combinacion CDDP/CTZ para la
inhibicion de la proliferacion de las células Jurkat. Se escogid la combinacion
CDDP/CTZ en la proporcion 1:2, ya que en el ensayo previo, fue dicha proporcion la
que indujo sinergia. Las concentraciones seleccionadas para los componentes
CDDP/CTZ fueron (uM): 1/2; 2/4; 4/8 y 8/16. Los efectos sobre la proliferacion

fueron evaluados mediante conteo en un hemocitémetro.

Las curvas hiperbolicas de la figura 29A indican claramente que la combinacion
seleccionada induce efectos méas potentes que los correspondientes a los compuestos
individuales. Los valores de los 1Cso mostrados en la tabla adjunta de la figura 29B
reflejan esta potenciacion de un modo cuantitativo. Adicionalmente, la figura 29C
muestra que todos los indices de combinacion calculados desde los efectos
fraccionados méas bajos hasta el maximo valor posible, estan por debajo de la linea
limite de la unidad. La tabla adjunta de la figura 29C demuestra ademas que para las
fracciones correspondientes al 50%, 75% y 90% de inhibicion de la proliferacion, los
indices de combinacion son significativamente menores que la unidad, indicando

efectos sinérgicos importantes.
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Figura 29. Andlisis de los efectos de la combinacion de CDDP/CTZ en la
proporcién 1:2 sobre la proliferacion. Las células fueron ajustadas a 2.10°
células/mL e incubadas durante 24 h en presencia y ausencia de diferentes
concentraciones de los compuestos a 37 °C y 5% CO,. La proliferacion fue
determinada mediante conteo en hemocitometro. La figura A muestra las curvas
dosis-efecto y en la tabla adjunta se representan los coeficientes de correlacion lineal
(r) correspondientes. Las rectas de la figura B representan las expresiones
logaritmicas de la ecuacion del efecto de la mediana, y en la tabla adjunta se incluyen
los valores de los 1Cso para los compuestos individuales y la combinacion estudiada.
La figura C muestra las variaciones de los indices de combinacion con la fraccion
afectada y en la tabla adjunta los valores promedios de los indice de combinacion
(INDC) para la induccién del 50%, 75% y 90% de la inhibicion de la proliferacién.
INDC<1, INCD=1 e INDC>1 indican sinergia, aditividad y antagonismo
respectivamente. Los valores de p fueron considerados significativos cuando p<0,05
para N=4 ensayos independientes.
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La figura 30 muestra que para obtener, por ejemplo, un 80% de inhibicion de la
proliferacion de las células Jurkat, esta combinacién permite reducir la dosis de
CDDP hasta aproximadamente quince veces y de CTZ hasta aproximadamente cinco
veces en comparacién con las que habria que emplear de modo individual para
obtener ese mismo efecto. En ese sentido, se ha sugerido que para los agentes
antivirales o anticancer, la sinergia obtenida para las mayores fracciones afectadas, es
de mayor relevancia para las terapias que para las fracciones bajas (Chou, 2010).
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Figura 30. Indice de reduccion de la dosis: Variacion de los indices de reduccion
de la dosis para la combinacion CDDP/CTZ 1:2 en los ensayos de proliferacion de las
células Jurkat. Las condiciones de los ensayos fueron idénticas a las mostradas en la
leyenda de la figura 29.

4. Comparacion de los efectos del CTZ-Pt con las combinaciones binarias
TDDP/CTZ y CDDP/CTZ sobre la viabilidad y proliferacion

Uno de los objetivos mas importantes en este estudio es la comparacion de los
efectos citostaticos y citotoxicos de las combinaciones TDDP/CTZ y CDDP/CTZ con

los generados por el complejo CTZ-Pt. En tal sentido, debido a que los efectos
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observados para la combinacion TDDP/CTZ fueron esencialmente iguales a los del
CTZ solo (figuras 25 y 26), solamente se hicieron las comparaciones de los efectos
del complejo CTZ-Pt con la combinacién CDDP/CTZ 1:2, tanto para la inhibicién de

la proliferacion como para la pérdida de la viabilidad.

Una manera apropiada para comparar las sensibilidades de las células en cultivo
frente a dos 0 més tratamientos diferentes, hace uso de las mediciones de los ICsp los
cuales reflejan las potencias de esos tratamientos sobre la supervivencia o
proliferacion celulares. Los graficos A 'y B de la figura 31 corresponden a la
comparacion de los ICso del CTZ-Pt y de la combinacion CDDP/CTZ 1:2 calculados
mediante el empleo del programa CalcuSyn®, para la inhibicion de la proliferacion y
para la pérdida de viabilidad, respectivamente. La combinacion CDDP/CTZ 1:2
inhibié el 50% de la proliferacion a la concentracion de 1,8 uM, mientras que el
CTZ-Pt necesito una concentracion de 6,5 uM (figura 31A), lo cual demuestra que la
combinacion es mas efectiva que el complejo en lo referente a la inhibicion de la
proliferacion. Los ICsg para la pérdida de la viabilidad fueron de 5,8 uM para CTZ-Pt
y 4,9 uM para CDDP/CTZ 1:2 (figura 31B).

El valor de ICs 1,8 uM para la inhibicion de proliferacion y de 4,9 uM para la
pérdida de viabilidad nos indicd que los efectos citostaticos de la combinacién
CDDP/CTZ 1:2 son mas importantes que sus efectos citotdxicos. Por lo contrario, en
el CTZ-Pt, esos valores de 1Cso de 6,5 uM y 5,8 uM revelan que la mayor parte de
sus efectos son citotdxicos. En otras palabras, la inhibicion de la proliferacion por el
CTZ-Pt probablemente se deba a la pérdida de viabilidad que este complejo indujo en

las células Jurkat.
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Figura 31. Comparacion de los ICsy; de CTZ-Pt y CDDP/CTZ para la
inhibicion de la proliferacion (A) y la pérdida de viabilidad (B). Las células
Jurkat (2.10° células/mL) incubadas durante 24 ha 37 °C y 5 % CO,. Los datos
graficados corresponde a cuatro ensayos independientes donde en A la proliferacion
fue determinada mediante el conteo en hemocitometro y en B la viabilidad fue
determinada mediante la reaccion del MTT. Los resultados obtenidos fueron
expresados como porcentaje del control para ambos casos, y posteriormente se
realizaron los célculos mediante el empleo del programa CalcuSyn para cada ensayo
independiente, se promediaron los resultados y se aplico una t de student donde
p<0,05 se considero significativo.

5. Comparacion de los efectos del CTZ-Pt con la combinacién CDDP/CTZ sobre

la apoptosis

Los efectos de los compuestos individuales y combinados sobre la apoptosis
fueron determinados mediante el empleo de las técnicas de citometria de flujo y de
microscopia de fluorescencia. La primera permite analizar el contenido de ADN
empleando el fluorocromo ioduro de propidio (IP). Las células apoptéticas sufren
pérdidas parciales del ADN debido a la activacion de endonucleasas. Si las células
son previamente permeabilizadas, la consiguiente difusion de los fragmentos de ADN
de bajo peso molecular fuera de las células, conduce a que las células que hayan

perdido esos fragmentos, generen una fluorescencia del IP menor que la observada en
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las células control. La consecuencia final es la observacion de células con un
contenido menor que las células viables diploides en los histogramas obtenidos con el
citdbmetro. Por otra parte, en la microscopia de fluorescencia se cuantifica el
porcentaje de células apoptoticas caracterizadas por la presencia de la cromatina
fragmentada observable a través de la fluorescencia del agente intercalador naranja de
acridina. En ambas técnicas, los eventos observados son caracteristicos de la

apoptosis tardia.

Para los mencionados ensayos se emplearon las concentraciones de 5 uM para
CDDP y CTZ-Pt, y de 10 uM para el CTZ, ya que en los ensayos previos se demostrd
que a estas concentraciones, el CDDP y el CTZ generan efectos proapoptoticos
aproximados de 15 y 20%, respectivamente (Figura 23C). Estos porcentajes son
adecuados, ya que si se obtienen resultados que indiquen potenciacion de la

apoptosis, tal efecto seria facilmente observable.

En la figura 32 se muestran histogramas representativos de cuatro ensayos
independientes en los que se puede observar la presencia de células apoptoticas
hipodiploides. Debe destacarse que los histogramas de las células control y las
tratadas con el CTZ y el CTZ-Pt son de apariencias normales en el sentido de (a) la
presencia de un pico diploide (células en la fase Gi/S del ciclo celular); (b) la
presencia de un pico tetraploide (células en la fase G,/M del ciclo celular) y (c)
células en la fase S de sintesis cuyo contenido es intermedio entre las G; y las G,.
En contraste, en las células tratadas con el CDDP solo o combinado, se observa
disminucion del pico G; y aumentos tanto en el pico G, como en la fase S. Estos
eventos son caracteristicos tanto del retraso en la fase S como del arresto o detencién
del ciclo celular en la fase G,/M, lo cual ha sido ampliamente reportado para las
células tratadas con el CDDP vy otros complejos de platino con la geometria cis,
mientras que los complejos con la geometria trans tal como el CTZ-Pt, no alteran la

distribucién del ciclo celular (Murphy et al., 2012).
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Figura 32. Histogramas representativos de los efectos de los compuestos
individuales y de la combinacion (CDDP 5 uM)/(CTZ 10 uM) sobre la
apoptosis. Las células fueron ajustadas a 2.10° células/mL e incubadas durante 24 h
en presencia y ausencia de diferentes concentraciones de los compuestos a 37 °C y 5
% CO,. La apoptosis se determind mediante citometria de flujo empleando como
fluorocromo ioduro de propidio contando 10.000 eventos. Los histogramas
corresponden al: Control, 5 uM CTZ-Pt, 5uM CDDP, 10 uM CTZ y la
combinacion 1/2 de CDDP/CTZ.
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Al comparar las barras correspondientes a CDDP 5 uM y CTZ 10 uM con la de
CDDP 5 uM/CTZ 10 uM en la figura 33, observamos que la combinacion
incrementa la apoptosis de manera significativa. Este incremento puede considerarse
aditivo, ya que el valor aproximado de 40 % apoptosis inducido por la combinacion
es similar a la suma de los efectos proapoptéticos de los compuestos individuales,

cuyo valor aproximado es de 35 % de apoptosis.
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Figura 33. Comparacion de los efectos de los compuestos individuales y de la
combinacién (CDDP 5 uM)/(CTZ 10 uM) sobre la apoptosis. Las células fueron
ajustadas a 2.10° células/mL e incubadas durante 24 h en presencia y ausencia de
diferentes concentraciones de los compuestos a 37 °C y 5 % CO,. La apoptosis se
determiné mediante citometria de flujo empleando como fluorocromo ioduro de
propidio contando 10.000 eventos. Los valores representan la media £+ SEM de
cuatro ensayos individuales.

Aunque ha sido establecido que la presencia de células subdiploides es un
marcador caracteristico de las células apoptdticas, es posible que algunas células
necroticas muestren este tipo de pérdidas en su contenido de ADN. Para investigar
esta posibilidad, deben hacerse ensayos paralelos que permitan cuantificar la
necrosis. Con este proposito, se hicieron evaluaciones simultaneas de necrosis y de

apoptosis mediante microscopia de fluorescencia con la combinacién de los
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fluorocromos naranja de acridina y bromuro de etidio bajo las mismas condiciones
de los ensayos de citometria de flujo. Los resultados se muestran en la figura 34, los
cuales sugieren que la subdiploidia fue producto solo de la apoptosis. En efecto, los
resultados coinciden con los de citometria de flujo mostrando valores aproximados
de 15, 20 y 40 % para el CDDP 5 uM, para el CTZ 10 uM y para la combinacién
(CDDP 5 uM)/(CTZ 10 uM), respectivamente. De nuevo, se hace evidente que con
la combinacion se alcanzan efectos aditivos, ya que valores aproximados de 35-40 %
de apoptosis se repiten tanto para la combinacion como para la sumatoria de los
efectos individuales de cada compuesto.

Por otra parte, las comparaciones de los resultados obtenidos con la
combinacion con los correspondientes al complejo CTZ-Pt indican que: (a) la
combinacion induce apoptosis en mayor proporcion que el complejo CTZ-Pt (figuras
29 y 30) y (b) que solo CTZ-Pt induce efectos necroticos significativos a la

concentracion estudiada (figura 34).
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Figura 34. Comparacion de los efectos de los compuestos individuales y de la
combinacién CDDP 5 uM / CTZ 10 uM sobre la apoptosis y la necrosis. Las
células fueron ajustadas a 2.10° células/mL e incubadas durante 24 h en presencia y
ausencia de diferentes concentraciones de los compuestos a 37 °C y 5 % CO,. La
apoptosis y la necrosis se determinaron mediante microscopia de fluorescencia y
tincion con naranja de acridina y bromuro de etidio: Los valores representan la
media + SEM de cuatro ensayos independientes.



IV. DISCUSION

Esencialmente, los resultados mostrados en el presente trabajo revelan que en las
células Jurkat, (1°) el complejo CTZ-Pt es un agente citotoxico y citostatico mas
potente que el CDDP vy (2°) las combinaciones con concentraciones apropiadas del
CDDP con el CTZ pueden generar efectos citotoxicos y citostaticos mas
pronunciados que los del complejo CTZ-Pt.

La primera observacion sugiere que la sintesis de nuevos complejos de platino con
geometria trans puede conducir a actividades anticancer de importancia, lo cual ha
sido reportado para varios complejos de platino en los cuales se ha sustituido al

ligando NH3; por aminas con estructuras planas (Aris y Farrell, 2009).

La segunda observacion sugiere que los efectos in vitro que esos nuevos
complejos exhiban, deberian ser comparados con los producidos por las
combinaciones del CDDP con los ligandos de esos complejos. Ambas observaciones

son discutidas en los siguientes parrafos.

En el trabajo publicado por el grupo de investigadores que sintetiz6 al CTZ-Pt, se
reportd que, en un sistema libre de celulas, ese complejo puede interactuar de un
modo no covalente con el surco menor del ADN (Navarro et al., 2009). Ademas, al
estudiar sus efectos sobre un total de seis lineas de tumores solidos de diferentes
origenes, el CTZ-Pt pudo inhibir el crecimiento de cuatro de esas lineas dentro del
intervalo de concentraciones 5-25 uM. Dentro de ese mismo intervalo, sin embargo,
no observaron los indicios de citotoxicidad que si mostraron el CTZ y el CDDP,

empleados como las drogas controles. Esos resultados sugieren que la débil
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interaccion del CTZ-Pt con el ADN, la cual es caracteristica de los complejos de
platino con la geometria trans (por ejemplo, el TDDP), no es suficiente para
generar dafios al ADN que desencadenen los efectos citotdxicos caracteristicos de los
complejos de platino con la geometria cis, tales como el CDDP, el carboplatino y el
oxaliplatino, cuyas interacciones con el ADN son del tipo covalente (Kostova, 2006).

En contraste, las figuras 23, 24 y 25 del presente trabajo indican que los eventos
citostaticos del CTZ-Pt (Figura 22), estdn acompafiados de efectos citotoxicos
importantes (figuras 23, 24 y 25) en las células leucémicas Jurkat, sugiriendo que en
este caso, los eventos citotoxicos también podrian provenir de interacciones con

blancos moleculares distintos al ADN.

Los histogramas de la figura 32 indican que las interacciones del CTZ-Pt con el
ADN son diferentes a las del CDDP. En efecto, esos histogramas muestran la
acumulacion caracteristica de células en el pico G, del ciclo celular (Shen et al.,
2013) solamente cuando el CDDP, solo o combinado, estuvo presente. En contraste,
los histogramas correspondientes a las células tratadas con el complejo CTZ-Pt o con
el CTZ, muestran los picos normales correspondientes a las células apoptoticas (pico
sub-G1), y a las células en las fases G1/S y G2/M del ciclo celular. Es probable
entonces, que los efectos citotoxicos del CTZ-Pt pueden provenir tanto de sus
interacciones con el ADN como de sus efectos sobre otros blancos moleculares en el
interior de las células Jurkat. En tal sentido, en los siguientes parrafos se discuten
algunas de las posibles interacciones tanto del metal (Pt) como del ligando (CTZ) con

blancos celulares diferentes al ADN.
1. Efectos del Pt:

Las figuras 22, 23 y 24 muestran que el TDDP, en contraste con el CDDP y el
CTZ-Pt, no genera efectos citostaticos o citotdxicos contra las células Jurkat dentro
del intervalo 2-40 pM. Aunque estos resultados confirman numerosos hallazgos

previos acerca de la falta de actividad del TDDP tanto in vitro como in vivo (Kostova,
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2006), no dejan de ser sorprendentes si se considera que el TDDP es un inhibidor mas
potente de la enzima tioredoxina reductasa (TrxR) que el propio CDDP (Arnér et al.,
2001). Este tema puede ser relevante debido a que se ha demostrado que la inhibicion
de la TrxR por diversos farmacos suele conducir a importantes efectos citotdxicos
(Arnér, 2009). Una posible explicacion puede extraerse de las diferencias de
reactividad entre los complejos de platino de geometria trans con los de geometria cis
cuando son tratados con el glutation (GSH), un antioxidante cuya alta concentracién
intracelular le permite neutralizar los efectos de muchas sustancias electrofilicas tales
como los complejos de platino(ll). En efecto, en un sistema libre de células se
demostro que dos complejos del tipo trans-Pt(Il) (incluyendo al TDDP) son
inactivados por el GSH de un modo considerablemente mas eficiente que dos
complejos isomeros del tipo cis-Pt(ll) (incluyendo al CDDP) (Suchankova et al,
2009). Ademas, se ha reportado un resultado similar durante las interacciones del
TDDP y el CDDP con una de las isoformas de la metalotioneina, una importante
proteina antioxidante que contiene un elevado numero de residuos de cisteina
(Karotki y Vasak, 2009). En resumen, las interacciones del TDDP con el GSH o con
las metalotioneinas, son consistentes con el modelo de resistencia generado por los
niveles inadecuados del platino alcanzando su objetivo esencial: el ADN (Kelland,
2007). En el caso de ser correcta esa explicacion y tomando en cuenta que el CTZ-Pt
también tiene la configuracion trans, es razonable suponer que los efectos citostaticos
y citotoxicos del CTZ-Pt observados en las células Jurkat, dependen en buena medida

de las propiedades del ligando organico CTZ.

2. Efectosdel CTZ:
Aunque la mayoria de las propiedades terapéuticas y toxicas del CTZ han sido
atribuidas a la inhibicion de los canales de potasio activados por el calcio asi como de
las enzimas de la familia del citocromo P450 (Chou et al., 2008), en un estudio
reciente se demostro que, en dos lineas celulares de cancer de mama humano, el CTZ

puede inducir la disminucién del contenido intracelular del ATP asi como de las
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actividades de las enzimas glucoliticas hexocinasa, fosfofructocinasa-1 y piruvato
cinasa (Furtado et al., 2012). Este hallazgo es interesante debido a que tales efectos
sobre el metabolismo fueron relacionados con inhibiciones del crecimiento y
migracion de las células tumorales, mientras que una linea de células epiteliales
mamarias no tumorales, no fue afectada por el CTZ. Este ejemplo encaja muy bien
dentro de la nocion del conocido ‘“‘efecto Warburg” que sostiene que los tumores
malignos agresivos de répido crecimiento, tienen actividades glucoliticas mucho
mayores que aquellas provenientes de sus tejidos originarios normales (Vander
Heiden et al., 2009). Es posible entonces, que la inhibicion de la glucolisis por el
CTZ sea una explicacion de los resultados mostrados en las figuras 25, 26, 27 y 29
del presente trabajo, los cuales indican que los efectos del CDDP y del TDDP pueden
incrementarse si se combinan con CTZ. Cabe destacar que este tipo de incrementos
ha sido reportado en trabajos donde combinaron el CDDP con un conocido inhibidor
de la glucdlisis, la 2-desoxiglucosa (2-DG) en células de cancer de cuello y cabeza
(Simons et al., 2007) y de neuroblastoma (Chuang et al., 2013).

Los resultados relacionados con los efectos pro-apoptéticos generados por la
combinacion de CTZ con CDDP en celulas Jurkat no han sido reportados
previamente. En otras lineas tumorales se ha observado que el CTZ puede generar
incrementos modestos en la citotoxicidad del CDDP (Khalid et al., 1999) o en
contraste, puede disminuir la citotoxicidad del CDDP (Lee et al., 2008). Sin embargo,
en un estudio llevado a cabo en células de carcinoma de colon tratadas durante 16 h
con 20 pM CTZ o con 30 uM CDDP, se observo la induccion de 11% y 25% de
necrosis (medida por el método de exclusion del azul tripano) respectivamente,
mientras que la combinacion de ambas drogas con idénticas concentraciones indujo
72% de necrosis (Shulga et al., 2009). Las figuras 33 y 34 del presente trabajo
muestran que el tratamiento de las células Jurkat durante 24 h con la combinacion de
5 uM CDDP con 10 uM CTZ generd incrementos en la apoptosis que fueron aditivos

mientras que la necrosis no fue afectada por esa combinacién.
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En el estudio publicado por Shulga et al., 2009, se sugiri6 que los efectos
citotdxicos observados en las células de carcinoma de colon se debieron a que el CTZ
induce la separacion de la enzima hexocinasa 2 (HXK 2) de su sitio de unién a las
mitocondrias. La hexocinasa (HXK) inicia todas las rutas de utilizacion de la glucosa
y la isoforma HXK 2, cuya actividad es altamente incrementada en los tumores
agresivos, acopla la glucélisis con la fosforilacion oxidativa debido a su unién a las
mitocondrias, actuando de esa forma como un sensor metabdlico (Chiara et al.,
2008). La secuencia de eventos propuesta por Shulga et al., 2009 para explicar la
sinergia entre el CTZ y el CDDP fue la siguiente: (a) EI CDDP induce dafio al ADN;
(b) El dafio al ADN activa la caspasa-2; (c) la caspasa-2 cataliza la ruptura de la
proteina pro-apoptotica Bid generando su forma truncada t-Bid; (d) La formacion de
t-Bid induce la oligodimerizacion de Bak, otra proteina pro-apoptotica; (e) La
oligomerizacion de Bak es potenciada por la accion del CTZ sobre la union de la
HXK 2 a la mitocondria, conduciendo a la permeabilizacion de las mitocondrias y
finalmente, a la eventual citotoxicidad (Figura 35). Debe destacarse que en las células
Jurkat se ha reportado una secuencia similar de eventos citotoxicos, incluyendo la
activacion de la caspasa-2, cuando son tratadas con otras drogas genotoxicas (Inoue y
et al., 2009).
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Figura 35. Secuencia de eventos propuesta por para explicar la sinergia entre el
CTZy el CDDP. Fuente: Shulga et al., 2009
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Tomados estos hallazgos en su conjunto, puede sugerirse que la inhibicion de la
glucdlisis por el CTZ, ya sea por su accidn sobre las enzimas glucoliticas o sobre la
separacion de la HXK 2 de las mitocondrias, podria formar la base de protocolos de
combinacion con otras drogas quimioterapéuticas incluyendo las sales de platino,

para incrementar sus efectos anticancer.



V.CONCLUSIONES

Al comparar los efectos antileucémicos in vitro del nuevo complejo trans-

Pt(CTZ),Cl;] con los de las combinaciones del clotrimazol con transplatino y

cisplatino, se encontré que:

En contraste con los efectos reportados sobre otras lineas de tumores sélidos,
el complejo CTZ-Pt es un agente citotoxico y citostatico mas potente que el
CDDP en la linea de células leucémicas Jurkat.

Las combinaciones con concentraciones apropiadas del CDDP con el CTZ
pueden generar efectos citotdxicos y citostaticos mas pronunciados que los del
complejo CTZ-Pt. Estos efectos no fueron observados cuando las

combinaciones se hicieron con el TDDP.

La combinacién de CDDP con CTZ empleando concentraciones tolerables
para los seres humanos, generd incrementos en la apoptosis que fueron

aditivos mientras que la necrosis no fue afectada por esa combinacion.



VI. RECOMENDACIONES

Debido a que el hallazgo mas importante de este estudio es la posibilidad de
alcanzar efectos antitumorales sinérgicos mediante combinaciones racionales del
CDDP con drogas de uso permitido tales como el CTZ, se recomienda hacer estudios
similares combinando sales de platino (CDDP, carboplatino, oxaliplatino) con otros
azoles de uso clinico permitido (ketoconazol, itraconazol, posaconazol) asi como con

otros inhibidores de la glucolisis (2-desoxiglucosa, 3-bromopiruvato, dicloroacetato).
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