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Resumen

La busqueda de terapias antitumorales no téxicas ha aumentado, y nuevos estudios estan dirigidos
al desarrollo de diferentes complejos metalicos unidos a moléculas esenciales como aminodcidos.
Método: se estudiaron dos compuestos de cobre(ll) con un ligando principal como 1,10 fenantrolina
(phen). El complejo [CuCl2(phen)] (1) fue estudiado en comparacién a un complejo ternario con
un dipéptido (resultado de la unién de dos aminodcidos como alanina y fenilalanina como ligando
auxiliar) [Cu(L-Ala-Phe) (phen)]-* H20 (2) en la linea celular de cancer de mama humano MCF-7. Re-
sultados: el analisis funcional mostré que ambos complejos provocan efectos antiproliferativos y
de inhibicién de clones, aunque ninguno de ellos presenté aumento en la produccion de EROs. Por
otro lado, el fendmeno de muerte celular inducido por el complejo 1 ocurre a través del proceso de
necrosis, mientras que el complejo 2 provoca la induccidén de apoptosis temprana. Asimismo, sélo
a bajas concentraciones del complejo 2 (1 uM) encontramos quiebres dobles y simples del ADN, lo
que sugiere que podria ser uno de los blancos moleculares relacionados con su actividad antitumo-
ral. Conclusidn: este compuesto es un candidato promisorio para posteriores estudios in vivo que
demuestren ser una buena alternativa de terapia para el cancer de mama.
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nacion.
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Actividad antitumoral en células de cancer de mama

Abstract

The search for non-toxic anti-cancer therapies has increased, allowing the development of new me-
tal complexes linked to essential molecules such as amino acids. For this reason, two copper(ll)
compounds were studied with a main ligand such as 1,10 phenanthroline (phen). The complex [Cu-
Cl2(phen)] (1) was studied in comparison to the ternary complex with a dipeptide (the result of the
union of two amino acids such as alanine and phenylalanine as an auxiliary ligand) [Cu(L-Ala-Phe)
(phen)]-* H20 (2) in the human breast cancer cell line MCF-7. Functional analysis showed that both
complexes induce antiproliferative and an effect on clone inhibition; Anyway, neither of the two
complexes showed an increase in the production of EROs. On the other hand, the phenomenon of
cell death induced by 1 occurs through the necrosis process, while 2 causes the induction of early
apoptosis. Likewise, only at low concentrations of 2 (1 uM), we found double and single-strand DNA
breaks, which suggests that it could be one of the molecular targets related to its antitumor activity.
This compound is a promising candidate for further in vivo studies that prove to be a good alterna-

tive therapy for breast cancer.

Keywords: Breast cancer; copper; antineoplastic agents; dipeptides; coordination compounds.

Introduccion

El cdncer de mama es el tumor maligno mas
frecuente entre las mujeres de todo el mundo.
La incidencia de cancer de mama en Colombiay
Argentina en el afio 2020 fue de 15.509 y 22.024
casos por 100.000 habitantes, respectivamente,
de acuerdo al reporte del Global Cancer Obser-
vatory (Globocan). Segun cifras del Instituto
Nacional del Cancer, en Argentina se producen
5600 muertes anuales asociadas a esta patolo-
gia. Se estima que el cancer en el mundo tendra
un impacto creciente en las préximas décadas
como producto del envejecimiento de la pobla-
cion, debido a la mayor expectativa de viday a
la disminucidn del indice de natalidad."?

La quimioterapia es un tipo de terapia con-
tra el cancer que involucra la administracion de
agentes quimicos para destruir las células can-
cerigenas. Los metalofdrmacos son, dentro de
la quimioterapia, los farmacos de uso mas ex-
tendido.? En los ultimos afios la industria farma-
coldgica ha realizado multiples investigaciones
sobre el uso de complejos metdlicos incluyendo
los de platino, cobre, zinc, paladio, galio, entre
otros, demostrando actividades antitumorales

in vitro e in vivo para el tratamiento de diferen-
tes tipos de cancer.* El uso de estos complejos
para el tratamiento del cancer puede inducir
varios procesos como la inhibicidn del proteo-
soma, apoptosis, arresto del ciclo celular, Ia
formacion de especies reactivas del oxigeno
(EROs), afectacién de la via NADH o intervenir
en procesos energéticos del metabolismo ce-
lular como las reacciones redox y metabolismo
mitocondrial.>®

Uno de los elementos mas estudiados en la
rama de la farmacologia es el cobre, por ser un
ion metalico de gran importancia en procesos
bioquimicos. Su estructura electrénica uUnica
permite ser un cofactor en las reacciones redox
de las enzimas, permitiendo el desarrollo de
funciones biolégicas normales. Sin embargo, se
cree que la toxicidad del cobre libre surge de su
participaciéon en la produccién de EROs, la cual
estd relacionada con la accesibilidad de ambos
estados de oxidacién del cobre (Cu (1) y Cu (1))
El exceso de iones cobre se correlacionan conla
progresion tumoral, la metastasis y la angiogé-
nesis.?
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Con base en estos hallazgos, cominmente
se siguen dos estrategias diferentes en el de-
sarrollo de nuevos farmacos anticancerigenos
basados en cobre: 1) secuestro de iones cobre
libres en exceso mediante el uso de quelantes
metalicos vy, 2) sintesis de complejos de cobre
que desencadenan la muerte celular mediante
la acumulacion del ion metalico y la induccion
de la produccién de EROs.?

El fendmeno de formar complejos con ligan-
dos farmacoldgicamente activos con metales
de transicion produce una modificacidon de su
actividad bioldgica, ya que trasforma su entor-
no metdlico. Ademads, se potencian o sinergizan
los efectos del ligando libre y el ion metdlico. La
fenantrolina, compuesto orgdanico heterociclico
nitrogenado, es uno de los ligandos mas utiliza-
dos debido a la estabilizacidn del quelato, no es
tdxica y es de facil acceso econémico.” En 1979
se demostrd la actividad nucleasa del complejo
[Cu (Phen)2]2+ y la capacidad de la fenantroli-
na para unirse al surco menor del ADN interca-
ldndose en regiones ricas en adenina y timina,
mientras que el ion metdlico puede reaccionar
con el peréxido de hidrégeno y dar origen a es-
pecies reactivas de oxigeno mediante la reac-
ciéon quimica de Fenton, generando dafos oxi-
dativos en el ADN."

Por otro lado, la inclusién de moléculas esen-
ciales como aminoacidos en un complejo meta-
lico puede mejorar la selectividad o disminuir
sus efectos secundarios, lo que permite el desa-
rrollo de terapias anticancerigenas no tdxicas.”

El objetivo de este trabajo de investigacion
es estudiar la actividad anticancerigena que
produce un agregado de un dipéptido como li-
gando auxiliar a un complejo binario de cobre
(11) con 1,10 fenantrolina (phen) [Cu(L-Ala-Phe)
(phen)]* H20 (2), comparandolo con su analo-
go [CuCl2(phen)] (1) enlalinea celular de cancer
de mama humano MCF-7.

Materiales y métodos
Materiales

Los materiales de cultivo celular se obtuvieron
de Corning (Princeton, NJ, EE. UU.) y APBiotech
(Buenos Aires, Argentina); el medio de cultivo
Dulbecco Eagle modificado (DMEM) y TrypLE™
de Gibco (Gaithersburg, MD, EE. UU), y el suero
fetal bovino (SFB) de Internegocios S.A. (Bue-
nos Aires, Argentina). El diacetato de 20,72-di-
clorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) se obtuvo
de Molecular Probes® (Eugene, Oregdn, EE.
UU.). La Anexina V, isotiocianato de fluorescei-
na (FITC), yoduro de propidio (PI), SYBR Green
y la agarosa de bajo punto de fusién se compra-
ron a Invitrogen Corporation (Buenos Aires, Ar-
gentina). La vitamina E (a-tocoferol) fue adqui-
rida de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).
La vitamina C (acido ascérbico) y N-acetilcistei-
na (NAC) de Merck (Buenos Aires, Argentina).

Los complejos 1y 2 empleados en este estu-
dio fueron previamente sintetizados y caracte-
rizados fisicoquimicamente en la Facultad de
Quimica de la Universidad de la Republica, Mon-
tevideo, Uruguay. La pureza de las muestras
empleadas fue confirmada a través del andlisis
elemental por comparacidén, con lo reportado
recientemente para ambos compuestos.®

Andlisis elemental experimental para (1): Calc.
para CuCl2C12H9N20 0,5 PM 323,66: se encon-
tré %C 44.53/44.11, %N 8.66/8.36, %H2.80/2.92 y
%S 0.00/0.00. Anadlisis elemental experimental
para (2): Calc. para C24H30CuN407: C, 52.40, N,
10.19, H, 5.50 encontrd: C, 51.85, N, 10.17, H, 5.12.
Las soluciones madre frescas de ambos comple-
jos (10 mM) se prepararon en PBS y se diluyeron
con medio de cultivo segun las concentraciones
indicadas en la seccidn de resultados.
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Procedimientos

Linea celular de cancer de mama MCF-7 y li-
nea celular de queratinocitos humanos HaCaT.
Se cultivd la linea celular de cancer de mama hu-
mano (MCF-7)ylalinea celular de queratinocitos
humanos (HaCaT) en DMEM con 10 % de SFB, 100
Ul/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomici-
na a 37 °C en atmdsfera con 5 % de CO2. Estas li-
neas celulares se cultivaron en una botella de 75
c¢m?2 hasta alcanzar una confluencia del 70-80 %.
Para el desarrollo de los experimentos, las célu-
las se subcultivaron con TrypLETM en placas de
multiples pocillos. Después de 24 h, las mono-
capas se lavaron con DMEM y se agregaron los
complejos en diferentes concentraciones.

Viabilidad celular: método de bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil  tetrazolio
(MTT). El ensayo MTT es un método sensible,
cuantitativo y reproducible que se basa en la
medicidon de la viabilidad celular a través de la
actividad metabdlica. Se utiliza una sal de te-
trazolio que mide la actividad de enzimas des-
hidrogenasas mitocondriales. El anillo de tetra-
zolio es cortado en mitocondrias activas y esta
reacciéon solo ocurre en células viables. 14 Se
sembraron 1.5 x104 células/ml en una placa de
96 pocillos, se dejaron adherir durante 24 hy se
trataron con diferentes concentraciones de 1y
2 por 3, 6,24 y 48 horas. Posteriormente, el me-
dio se cambié por DMEM con 0.5 mg/ml de MTT
y se incubd a 37 °C por 3 h. El cambio de color
se midié por espectrofotometria en un lector
de microplacas (Multiplate Reader Multiskan
FC, Thermo Scientific) a 570nm después de so-
lubilizar los cristales de formazan en 100 pl de
DMSO. La viabilidad celular se representé como
el porcentaje de células vivas frente al control.

Para determinar si las EROs provocaron la
muerte celular, las células fueron tratadas con
antioxidantes tales como una mezcla de vitami-
nas Ey C, o N-acetilcisteina (NAC), un precursor
del glutation que confiere a la célula la capaci-
dad de mitigar el dafio intracelular. La mezcla

de vitaminas se agregd al medio de cultivo en
simultdneo con los complejos. Para el caso de
NAG, las células en confluencia fueron pretrata-
das con 250 uM de NAC durante 2 h y después el
medio fue reemplazado por uno nuevo con di-
ferentes concentraciones de los complejos. En
ambos casos, la citotoxicidad fue evaluada por
el método de MTT.

Eficiencia de clonacién. Para evaluar si las
células tumorales son capaces de proliferar y
formar colonias tras la exposiciéon de complejos
anticancerigenos, se realizd un ensayo clono-
génico. Las células MCF-7 se cultivaron en una
placa de 12 pocillos hasta que alcanzaron una
confluencia entre el 70-80 % y fueron tratadas
con complejos 10 2. Como control, se cultivaron
células sin farmaco durante 24 h. Se levantd la
monocapa con TryplLe y se contd manualmen-
te con coloracidn de azul de tripano. Las células
se diluyeron y se sembraron 1.0 x103 células por
pocillo en una placa de seis pozos. Luego de una
incubacién de 8 a 10 dias, se lavaron dos veces
con PBS y se tifieron con cristal violeta duran-
te 30 min a temperatura ambiente. Una colonia
consta de al menos 20 células, las cuales se con-
tabilizaron mediante microscopia dptica.

Induccién de especies reactivas del oxige-
no (EROs). En los ultimos afios son empleadas
sondas fluorescentes como la diclorodihidro-
fluoresceina (H2-DCF), la dihidrorodamina 123
(DHR123), Mitosox o dihidroetidio (DHE) para
la determinacion de EROs en tiempo real. La
DHR123 es una molécula no fluorescente que
por oxidacion se transforma en rodamina 123
una sonda fluorescente catidnica y lipofilica (A
excitacién: 500 nm; A emisién: 530 nm). El pe-
réxido de hidrogeno (H202) oxida DHR123 en
presencia de peroxidasas, pero también pue-
de ser oxidada por otras especies reactivas del
oxigeno como ONOO-, Fe(ll), Fe(lll)/ascorbato,
Fe(IlI)/EDTA, citocromo c o OHCL™

El DHE interactda con varias EROs para pro-
ducir etidio, un producto fluorescente. Aunque
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se reporta que DHE es relativamente especifico
por 02 (ion superdxido)™® también puede ser
oxidado por una variedad de especies reactivas
del oxigeno ONOO-; Fe (11)/H202 (ejemplo OH.);
02.-; H202. Por lo tanto, DHE proporciona indi-
ce de produccion de EROs y especies reactivas
del nitrégeno (ERNs).

Las células MCF-7 fueron cultivadas en una
placa de 24 pocillos, se dejaron adherir y fueron
tratadas con diferentes concentraciones de los
complejos 102 por 24 h. Luego, la monocapa se
lavé con solucién de Hanks (NacCl 0.137 M; Kl
0.8 mM; MgS04.7H20 0.8 mM; CaCl.H20 1 mM;
KH2PO4 0,4 mM; C6H1206 5 mM; NaHCO3 4
mM; Na2HPO4 0.3 mM), se agregd 48oul de so-
lucion de DHR y se dej6 incubar por 30 min a 37
°C en oscuridad. Se realizé nuevamente un lava-
do con solucién de Hanks y se lisaron las células
con Triton X-100 al 0.1%. Se incubaron por 45 min
a temperatura ambiente. Se analizé el producto
de la oxidacién de DHR123 del extracto celular
midiendo fluorescencia (espectro de excitacién
500 nm; espectro de emisién 530 nm). Los re-
sultados fueron corregidos por el contenido de
proteinas, las cuales se midieron con el método
acido bicinconinico (BCA).

Las EROs también se cuantificaron por DHE.
Se sembrd 1 ml con 1.5x105 células en cada po-
cillo en platos de 24 y se incubd por 24 h. El pro-
cedimiento realizado fue el mismo que para la
sonda anterior, pero modificando el espectro
de excitacién a 518 nmy el espectro de emision
a 605 nm.

Cuantificaciéon de proteinas por el método
BCA. La determinacidn de proteinas se realizd
por medio del ensayo del acido bicinconinico de
acuerdo a Smith et al.” En este ensayo se reduce
Cu2+ a Cu+ por las proteinas en un medio alcali-
no (reaccién de Biuret), se produce un intenso
color violeta como resultado de la formacidn de
complejos entre catién cuproso y el enlace pep-
tidico detectado por el BCA a una longitud de
onda de 570 nm. De la monocapa tratada para

la deteccion de EROs, se tomo 25ul de células y
afiadiendo 200 pl del reactivo de BCA se incu-
bé por 20 min a 37°C. La reaccion del complejo
BCA-Cobre fue analizada midiendo la absorban-
cia en un lector de placas Multiskan FC Thermo
Fisher.

Genotoxicidad. El ensayo Cometa es un mé-
todo simple para medir dafio en las cadenas del
ADN en células individuales. La electroforesis a
alto pH da como resultado estructuras con for-
ma de cometa. Se realiz el procedimiento des-
crito por Singh et al. (1988).® Brevemente, se
cultivaron 1.5x105 células/ml en placa de 12 poci-
llos por 24 h. La monocapa se traté con los com-
plejos a diferentes concentraciones durante 24
h mas. Como control negativo se sembraron cé-
lulas sin los compuestos y como control positi-
vo se utilizé un pulso de 20 min de 10 ug/mL de
bleomicina justo antes de que se recolectaran
las células. Luego, se lavd con solucion de PBS
estéril y se levantd con TryplLe. La suspension
se colocd en tubos eppendorf, se centrifugaron
a 2000 rpm a 4 °C y se descartod el sobrenadan-
te. El pellet se resuspendid en 75 ul de agarosa
de bajo punto de fusidn, se agregd la solucion
sobre ldminas que contenian agarosa de punto
de fusién normal, se dejé solidificar a 4 °C por 15
min y se colocaron en solucidn de lisis. La elec-
troforesis se llevd a cabo en el mismo buffer pH
12,8 por 30 min a 25V (= 0,8 V/cm a través de los
geles) a 4 °C. Posteriormente, los portaobjetos
se neutralizaron y tifleron con Syber Green. El
andlisis se realizé en un microscopio de fluores-
cencia Olympus BX50. Un total de 100 células
por punto experimental fueron analizadas para
determinar el Tail Moment utilizando el softwa-
re Comet Score 1.5.

Apoptosis. La tincién con Anexina V-FITCy yo-
duro de propidio (PI) se utilizé para estudiar las
etapas tempranas y tardias de la apoptosis. La
monocapa se tratd con 1y 2 por 24 h. Para rea-
lizar la tincidn, las células se lavaron con PBS y
fueron diluidas con buffer de Anexina. Para 300
ul de suspensidn celular, se agregaron 1 ul de
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Anexina y un 1 ul Pl (250 pug/ml) por 20 min. Las
células se analizaron usando un citémetro de
flujo Becton Dickinson FACScalibur y el Flowing
Software versién 2.5.1. Para cada analisis se rea-
lizd un conteo de 1.0x104 eventos y se grafica-
ron como un diagrama de puntos FSC vs. SSC.
Cuatro poblaciones fueron definidas: células vi-
vas (AnexinaV-/Pl-), necréticas (AnexinaV-/Pl+),
apoptdticas tempranas (AnexinaV+/Pl-) y apop-
téticas tardias (AnexinaV+/Pl+).

Analisis estadistico. Los resultados fueron ex-
presados como la media de tres experimentos
independientes y se representan como la media
+ el error estandar de la media (SEM). El nime-
ro total de repeticiones (n) de cada experimen-
to se indica en cada figura. El andlisis estadistico
se realizé mediante la prueba de Tukey (ANOVA
bidireccional) con el programa GraphPad Prism
version 8.0.2.

Resultados
Efecto sobre la viabilidad celular

Las células de cancer de mama (MCF-7) fue-
ron expuestas a diferentes concentraciones de
los complejos 1y 2 por 3, 6, 24 y 48 h. Después
de 3 h de tratamiento, el complejo 1 altera la via-
bilidad celular a partir de 10 uM y el complejo

2 a partir de 0.5 pM, pero en ningun caso, ésta
se modifica en mas del 80 %. Después de 6 h,
la alteracion de la viabilidad celular se hace evi-
dente a partir de 10 uM y 50 pM para los trata-
mientos de los complejos 1y 2, respectivamen-
te. Cuando la exposicidn es de 24 h, el efecto
puede observarse a partir de 5 uM para ambos
complejos (ver Figura 1), mientras que a 48 h el
complejo 1induce un efecto adverso a partir de
2.5 UMy el complejo 2 mantiene su efecto en 5
uM. En la Tabla 1 se muestra la concentracidn
media inhibitoria (IC50) en 6, 24 y 48 h de expo-
sicion de los complejos 1y 2, evidenciando que
los complejos 1y 2 en 24 h presentan IC50 me-
nores que la sal de cobre (1C50 >100 uM)19 y el
ligando libre (1C50 43.6+ 4.05),20 lo cual indica
que la coordinacién de estos ligandos al cobre
mejora sustancialmente el efecto del descenso
en la viabilidad celular en esta linea de células
tumorales. Asimismo, se demostrd que el agre-
gado de dipéptidos no mejora el efecto sobre la
viabilidad celular.

La viabilidad celular de los complejos 1y 2
también se probd en células normales de que-
ratinocitos humanos (HaCaT) donde se observé
después de 24 h de tratamiento, valores de IC50
de 5.0 uM y 3.78 pM respectivamente, siendo
el complejo 2 mas tdxico para esta linea celular
(ver Tabla1).
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Figura1.

A. Efecto de la viabilidad celular en MCF-7. Las células fueron incubadas solas (control) y a diferentes
concentraciones de los complejos 1y 2 a 37°C por 24 h.
B. El complejo 1y 2 no inducen formacidn de especies reactivas de oxigeno (EROs) en la linea celular
MCF-7 evaluados a través de la oxidacién de dos sondas, dihidroetidio (DHE) (n=9) y la dihidrorodami-
na 123 (DHR-123) (n=6). No se observd diferencia significativa entre las dos sondas.
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Tabla 1.

Estudio de viabilidad celular en células MCF-7 y HaCaT por medio del ensayo MTT a

diferentes tiempos de incubacién.

Componente 6 h
Complejo 1 8.29 + 0.91
Complejo 2 16.14 £ 1.20
sal de cobre -
phen -
cisplatino -

IC4, (M)

MCF-7 HaCaT

24 h 48 h 24 h
5.82+0.77 1.38+0.14 5.0 £ 0.69
6.74 £ 0.82 490 +0.69 3.78 £ 0.57
>100 "° - -

436+4.05% - 11.68 + 1.06
19.6+1.44 2% - 2441 +6.892%

Nota: se observan los diferentes IC50 en 6 h (n=6), 24 h (n=18) y 48 h (n=10) de los complejos
1y 2, los IC50 a 24 h de la sal de cobre, el ligando libre y el cisplatino en la linea celular MCF-7.
Asimismo, se muestra el IC50 a 24h (n=4) en las células HaCaT para los complejos 1, 2, el ligando

libre y cisplatino.
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Efecto sobre el estrés oxidativo

Con el objetivo de analizar el aumento de la
produccidon de EROs y como consecuencia la
generacion de estrés oxidativo celular, se pro-
cedié a medir la intensidad de los productos de
oxidacién (fluorescentes) de dos sondas oxida-
das por distintas EROs. Tanto con DHR como
con DHE se observé que la intensidad de fluo-
rescencia normalizada por la concentracion de
proteinas en las células, no muestra diferencias
significativas de las células tratadas con concen-
traciones de 0.25 a 1 yM de los complejos 1y 2,
respecto al control. Por otro lado, tanto con el
tratamiento de NAC como con la mezcla de vita-
minas, se demostro que el efecto deletéreo so-
bre la viabilidad celular no revierte, es decir que
la alteracidn de la viabilidad celular ejercida por

Figura 2.

los complejos estudiados no esta relacionada
con la induccidn de estrés oxidativo (ver Figura

1).

Reduccion de la clonogenicidad en comple-
jos de cobre

Para determinar si los complejos tienen la ca-
pacidad de reducir la clonogenicidad de las cé-
lulas MCF-7, se realizd un estudio clonogénico
el cual mostré una inhibicién significativa de la
formacidn de colonias a partir de la concentra-
cién 2.5 uM. Eso es de gran importancia parala
progresion tumoral y diseminacidn metastasica
(Figura 2). Asimismo, el complejo 1 demostré al-
terar la capacidad clonogénica de manera mas
pronunciada que el complejo 2 solo a 2.5 uM.

Ensayo de clonogenicidad en células de cdncer mama MCF-7 a diferentes
concentraciones de los complejos 1y 2
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**%* Diferencia significativa con el control (p<0.001).
*Diferencia significativa entre 1y 2 a 2.5 uM (p<0.05) (n=4).
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Genotoxicidad

El ensayo Cometa o electroforesis de una sola
célula fue empleado para determinar roturas
simples y dobles de ADN vy sitios apurinicos. Las

Figura 3.

células tumorales fueron expuestas a concen-
traciones menores al IC50 de ambos complejos
(0.5y1uM). Enlas Figuras 3y 4, se puede obser-
var la induccién del dafio al ADN cuando las cé-
lulas MCF-7 se expusieron a 1 uM del complejo 2.

Induccidn de Genotoxicidad inducida por el complejo 2 en células MCF7.
A) células MCF-7 no tratadas (control negativo), B) células MCF-7 tratadas con 1 uM del complejo 2.

Figura 4.
Cuantificacion del Ensayo Cometa en células MCF-7. Los resultados se expresan como el
promedio con SD (n=100). *Diferencia significativa con el control (p<o0.01).
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Apoptosis

La apoptosis es la muerte celular programada
que desempenfa un papel fundamental en dife-
rentes vias bioquimicas y genéticas permitiendo
el desarrollo normal de las células. En condicio-
nes de estrés, dafio en puntos de control en el
ciclo celular o presencia de lesiones tumorales,
la activacion de este proceso permite la elimina-
cion de células danadas o bloquear un proceso
de carcinogénesis.” La apoptosis se evidencia
en cambios morfoldgicos como la condensacidn
del nucleo y citoplasma, pérdida de la simetria
de membrana y dafios en el ADN,> o al presen-
tar modificaciones bioquimicas como la exter-
nalizacion de la fosfatidilserina en la membrana

plasmatica externa.” La fosfatidilserina ofrece
sitios de unidn a la Anexina V-FITC permitiendo
su deteccidn por fluorescencia.

Con la exposicion a 5.5 uM del complejo 1 se
observé un aumento -en comparacion al con-
trol- de la fracciéon AnexinaV-/Pl+, sugiriendo
que el complejo no activa vias de apoptosis,
sino que la muerte celular ocurre por induccién
de necrosis. El complejo 2 por su parte, a una
concentracion de 6.5 uM provocé en el 15 % de
la poblacién celular un aumento en la fraccion
Anexina V+/Pl, lo cual sugiere la activacion de
muerte celular por apoptosis. Estos hallazgos
se evidencian en la Figura 5.

Figura 5. A. Determinacidn de apoptosis por medio de tincién con Anexina V-FITC y yoduro de propidio
en células MCF-7 tratadas con 1 0 2 durante 24 h. Los resultados se expresan como el promedio con la
desviacion estandar del error (SEM) (n=3). B. Diagrama Dot Plot del analisis por citometria de flujo de
las células MCF-7 tratadas por 24 h con 1 0 2. El eje X (FL1) corresponde a la marcacién con yoduro de
propidio y en el eje Y (FL2) se relaciona la poblacién celular marcada con Anexina V-FITC.
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Discusion

El cdncer de mama es uno de los tres tipos de
cancer mas comun en el mundo. La mayoria de
los canceres de mama son no metastasicos al
momento del diagndstico y son debido a forma-
ciones fibroquisticas. Entre de los tumores ma-
lignos existen varios tipos, segun el lugar de la
mama donde se produzca el crecimiento anor-
mal de las células y su estadio. Los mas frecuen-
tes son: carcinoma ductal invasivo, carcinoma
lobular invasivo y carcinoma medular.*

La quimioterapia es un tipo de terapia con-
tra el cancer que involucra la administracion de
agentes quimicos para destruir las células can-
cerigenas. Los metalofarmacos son, dentro de
la quimioterapia, los farmacos de uso mas ex-
tendidos,” después del descubrimiento de Ia
actividad antiproliferativa del cis-diaminodiclo-
roplatino(ll), cis-[Pt (NH3)2Cl2] en 1968.

Numerosas publicaciones describen la capaci-
dad de algunos complejos de cobre(ll) para in-
terferir selectivamente con el mecanismo de la
division celular.**® Esta estrategia es utilizada
para desarrollar nuevos farmacos que inhiban
la proliferacién tumoral. Por esta razén, nues-
tro objetivo es encontrar compuestos capaces
de superar a los utilizados en los tratamientos
de quimioterapias actuales mediante el estudio
de los efectos antitumorales de complejos ter-
narios de cobre(ll) con diferentes aminodcidos
como ligandos auxiliares.

Ambos complejos estudiados reducen la via-
bilidad de las células MCF-7 después de 6, 24 y
48 h de exposicion. Con un tratamiento de 24
h ambos complejos muestran un efecto mas
fuerte que el cisplatino en células MCF-7 (IC50
de 19.6+1.44 uM), siendo 1y 2 casi 4 veces me-
nor que el cisplatino.20,23 Por otro lado, consi-
derando los valores de IC50, observamos que el
complejo 1 disminuye la viabilidad celular mas
fuertemente que el complejo 2 (indicando que

la adicién del dipéptido no mejora el efecto anti-
tumoral en este complejo). A 24 h los valores de
IC50 son similares. Asimismo, el complejo 2 pre-
senta mejor desempefio con un IC50 menor de
5 WM que complejos con alanina reportados en
otros estudios con 1C50 alrededor de 60 uM.29
Ademas, la alanina podria incrementar significa-
tivamente estas actividades antiproliferativas,
como se observd en un estudio de Heinrich et
al. (2021) en células de cancer de colon y cén-
cer de pulmdn de células no pequenas. Incluso,
el dipéptido compuesto por B-alanina y L-his-
tidina, posee propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes y la capacidad para modular Ia
proliferacion celular, la detencién del ciclo celu-
lar y la apoptosis, relacionado con la actividad
antitumoral descrita a nivel preclinico en cancer
de mama.*°

La accidn de estos complejos también se ob-
servd en la eficiencia clonogénica, ya que dis-
minuyeron el crecimiento clonal aislado a con-
centraciones de 2.5 uM y no hubo formacidn de
clones a concentraciones de 10 uM. Este efecto
es evidente a concentraciones mas bajas que la
observada para el ensayo de viabilidad celular
(5 UM). Este ensayo resulté mas sensible que el
ensayo MTT. De igual manera, fue descrito para
metotrexato e inhibidores del dihidrofolato re-
ductasa en células MCF-7.3"

Una estrategia utilizada cominmente en el
desarrollo de nuevos medicamentos contra el
cancer a base de cobre es la sintesis de comple-
jos que desencadenan la muerte celular a través
de la acumulacién del ion metalico y la induc-
cién de la produccién de EROs. Este fendmeno
ocurre a través de la catalisis de reacciones de
oxidacién-reduccién.® Dado que las células can-
cerigenas presentan un elevado estado oxidati-
VO, es que son mas vulnerables al aumento de
los niveles de EROs.3>33

Los complejos de cobre(ll) con fenantrolina
y dipéptidos estudiados no inducen el aumento
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de los niveles de EROs en MCF-7 determinados
por DHR123 y DHE, ni el detrimento de la viabi-
lidad celular revierte después del tratamiento
con una mezcla de vitaminas o NAG, lo que su-
giere que el estrés oxidativo no es el mecanis-
mo de accidn de estos complejos. Sin embargo,
el complejo de cobre(l) [Cu(phen)2]+ es capaz
de danar oxidativamente el ADN, actuando asi
como una nucleasa artificial 34

Un amplio espectro de complejos de cobre
demostrdé que su accidn antitumoral es multi-
factorial. Tanto la intercalaciéon en el ADN como
la inhibicién de topoisomerasa llevan a la frag-
mentacion del ADN y a la induccidn de la apop-
tosis, asi como la inhibicién del proteosoma.?>2®
Nuestros resultados demuestran que solo el
complejo 2 a 1 uM ejerce un efecto genotdxi-
co comparable al control positivo. Este efecto
puede vincularse a la unién del surco y/o a la in-
tercalacion del complejo al ADN. Previamente,
se demostrd que el complejo 2 presenta una in-
teraccion a través de la union del surco e inter-
calacion parcial, que puede ocurrir a través de
la intercalacién parcial de la fenantrolina y del
anillo aromatico de la Phe.”

Se describié una estructura intercalada esta-
ble para [Cu(phen)(H20)3]2+ y que la molécula
de agua coordinada apicalmente permanece en
el surco sin ninguna interferencia particular con
la unidn intercalada. Los complejos ternarios
de Cu(ll) [Cu(phen)(AA)]2+ (AA = aminodcidos)
sufren una disociaciéon parcial en [Cu(phen)
(H20)3]2+ y el aminoacido libre en el ADN. La
relacion entre la cantidad del complejo ternario
intacto y la forma tris-aqua en el ADN depende
de la naturaleza del aminoacido. Por ejemplo,
los complejos ternarios de L-lisina, L-arginina y
L-glutamina apenas se disocian en el ADN y su
modo de unién al ADN es intercalado.®

Las células tienen un mecanismo de autodes-
truccion para mantener la homeostasis biol6gi-
ca y defenderse de agentes patdgenos o de cé-
lulas tumorales; este proceso es conocido como

muerte celular regulada (MCR). Sin embargo, se
ha observado que las células tumorales tienen
mecanismos de resistencia como la evasion de
la apoptosis. Por esto, varios estudios se han
centrado en otras vias de MCR como la necrop-
tosis, piroptosis, oncosis, ferroptosis y cuprop-
tosis.373

En este estudio, observamos que el complejo
1a una concentracién de 5.5 uM, no provocd un
aumento significativo de poblaciones de Ane-
xina-FITC que se unieran a la fosfatidilserina en
la membrana plasmatica, en cambio, presenté
aumento en poblaciones (AnexinaV-/Pl+) de-
mostrando actividad necrética. Esto indica que
posiblemente no activan la via de la apoptosis,
sino que podrian activar vias como la oncosis
por la destruccidon masiva del material genético,
en donde enzimas reparadoras de ADN como la
poliADP ribosa polimerasa (PARP), agota su sus-
trato NAD imposibilitando su funcién y con ello
llevando a una muerte celular por necrosis. Este
efecto también fue descrito para otros metalo-
farmacos.®

Por otro lado, el complejo 2 provocd un au-
mento en las poblaciones (AnexinaV+/PI-) que
revela su capacidad de inducir apoptosis. Estu-
dios de metalodrogas con aminodcidos indican
una alta frecuencia de muerte celular por este
mecanismo, posiblemente por la accién del ami-
noacido en el interior de la célula, que es capaz
de internalizarse y producir inestabilidad gend-
mica.*# Este efecto de los aminoacidos se debe
a la alta expresion del transportador ASCT2
(ASC-amino 4cido transportador 2) que esta en
las células cancerigenas,* y sobreexpresado es-
pecialmente en MCF-7.4% Lo que sugiere que
complejos unidos con dipéptidos ingresen a las
células tumorales mas facilmente a través de
este transportador.

Conclusion

En conclusidn, se estudiaron dos complejos
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de cobre(ll) con 1,10 fenantrolina (phen) como
ligando principal y uno de ellos conteniendo
ademas un dipéptido como ligando auxiliar en
células de cancer de mama MCF-7. Ambos com-
plejos poseen menores IC50 que el cis-Pt, lo que
resulta de gran importancia para futuros estu-
dios in vivo a fin de descubrir nuevos compues-
tos para emplear en terapias contra el cancer.
Sin embargo, solo el complejo 2 provocd induc-
cion de apoptosis y un aumento de los quiebres
simples y dobles en el ADN, demostrado a tra-
vés del ensayo Cometa. Ademas, la disminucidn
de la viabilidad celular en esta linea de cancer de
mama parece no estar relacionada con los nive-
les de especies reactivas del oxigeno, lo que in-
dicaria que su mecanismo de accidn esta ligado
alainteraccion y dafio del ADN.
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