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RESUMEN

En el presente estudio, fué evaluada la actividad biolégica de nuevos complejos de cobre
(II) fenantrolina unidos a aminoacidos, como acido glutamico, isoleucina y o-metil-dopa.
Para ésto se utilizaron células neoplasicas de pulmén humano y dos dosis (30 y 60 ug/ml)
de los compuestos fueron aplicadas a los cultivos celulares. También se realizaron ensayos
inmunocitoquimicos para microtiibulos, microfilamentos y electroforesis del DNA genémico.
Los resultados obtenidos muestran que los complejos de Cu (II) fenantrolina con acido glu-
tamico y a-metil-dopa afectan la adhesion celular (50% y 45%, respectivamente), alterando
la distribucién de los microtiibulos y microfilamentos. La fragmentaciéon del DNA, apoya el
ensayo del efecto antitumoral del Cu (II) fenantrolina con acido glutamico y a-metil-dopa
sobre los cultivos de células de pulmén humano in vitro, de manera dosis dependiente. En
conclusion, los complejos de Cu (II) fenantrolina con acido glutamico y a-metil-dopa, presen-
tan un efecto significativo sobre la actividad celular, sugiriendo que estos complejos podrian
ser potencialmente compuestos antitumorales.

ABSTRACT

In this study, the biological activity of new copper (II) phenanthroline compounds bound to
amino acids such as glutamic acid, isoleucine and a-methyl dopa was evaluated. To accom-
plish this, tumor cells from the human lung and two doses of compounds (30 and 60 pg/ml)
were applied to cell cultures. Also, immunostaining of microtubules, phalloidin staining of
microfilaments, and electrophoresis of genomic DNA were performed. The results showed
that compounds of Cu(ll) phenanthroline with glutamic acid and a methyl-dopa significan-
tly affected cellular adhesion (by 50% and 45%, respectively) by altering the distribution of
microtubules and microfilaments. Evaluation of DNA fragmentation supported the tumor
suppressing effect of Cu (II) Phenantroline with glutamic acid and a-Methyl Dopa on human
lung cell cultures in vitro in a dose-dependent manner. In conclusion, Cu (II) phenanthroline
with glutamic acid and a-Methyl Dopa compounds demonstrated significant influence on
cellular activity effects on tumor cells, suggesting that these compounds have the potential to
be useful in the suppression of tumors.

INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En
México 10% del total de muertes anuales son a causa de algun tipo de can-
cer. Particularmente el cancer de pulmoén tiene una incidencia de 68,1% en
hombres y 31,9% en mujeres indicando que esta neoplasia ocup6 el primer
lugar en causas de muerte por cancer en México (Fernandez, 2005; Ruiz
y col., 2007).

La Quimioterapia es el tratamiento mas utilizado contra el cancer. Las dro-
gas mas comunes en la practica clinica son: cisplatino, paclitaxel, metotrexa-
te, irinotecan, vinblastina y taxol; (Caron and Herwood, 2007); sin embargo,
los medicamentos provocan efectos adversos por el grado de toxicidad para las
células sanas del organismo y, el desarrollo de resistencia a la quimioterapia.
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En la actualidad, se ha estudiado la actividad de una serie de comple-
jos metalicos en el tratamiento de diversas enfermedades, entre ellas el
cancer; estos son complejos quelato de Cobre (II), cuya formula general es
[Cu(N-N)(N-O)H20]NOS3, los cuales han demostrado actividad citostatica
y antineoplasica (Selvakumar, 2006).

En el presente trabajo, se analiza en células transformadas de epitelio
pulmonar humano la actividad antineoplasica de los complejos de coordi-
nacién de Cobre (II) del tipo [Cu-1,10-Fenantrolina], ligados a aminoacidos
activos biolégicamente tales como: acido glutamico (AG), o-metildopa (AM)
e isoleucina (IS), sintetizados en la Facultad de Quimica de la Universidad
de Guanajuato (Polo y col., 2003), (Fig. I). Los resultados indican que los
complejos [Cu(l,10-fenantrolina)(acido glutamico)]* y [Cu(1,10-fenantroli-
na)(e-metil-dopa)|" presentan actividad antineoplasica, alterando: la adhe-
sién celular, la integridad del DNA genémico, el citoesqueleto de microfila-
mentos y microtibulos que participa en la proliferaciéon celular.
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Figura 1. Estructura quimica y forma cristalina de los complejos de coordinacién de [Cu(1,10-fenantrolina)(a
minoacidos)]*. En A) Complejo AG: [Cu(1,10-fenantrolina)(&cido glutamico)]+; B) Complejo AM:
[Cu(1,10-fenantrolina)(a-metil-dopa)]* y C) Complejo IS: [Cu(1,10-fenantrolina)(isoleucina)]*.

METODOLOGIA

I. Cultivos celulares. Se utilizé la linea celular A549 (ATCC-CCL185)
que corresponde a células transformadas de epitelio pulmonar hu-
mano. Las células se cultivaron en medio de Dubelcco’s modificado
(GIBCO, EUA) enriquecido con suero fetal bovino al 10% (GIBCO).
Los cultivos celulares se incubaron a 37°C y 5% de CO,, (Freshney,
2000) después de 48 h de cultivo, en las monocapas se efectuaron

los experimentos que se describen a continuacion.

II. Tratamiento de los epitelios pulmonares con los complejos de
[Cu(fen)(aa’s)]'. Los compuestos [Cu(1l,10-fenantrolina)(acido gluta-

mico)]*: AG [Cu(1,10-fenantrolina)(o-metil-dopa)]*: AM y [Cu(1,10-
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fenantrolina)(isoleucina)]: IS,
se adicionaron a los cultivos a
las concentraciones y tiempos
que se muestran en la Tabla 1.
Se comparé su actividad con
vinblastina un antineoplasico
de uso intrahospitalario.

Tabla 1.
Diferentes concentraciones de los complejos

[Cu(fen)(aa’s)]* adicionados a cultivos celulares.

e Concentracion Tiempo
(ng/ml) (h)

Vinblastina 10* 3, 6% 8
30

AG 60* 3, 6%, 8
30

AM 60+ 3, 6% 8
30

Is €0* 3, 6% 8

* Mejores condiciones experimentales en las cuales
se observa el efecto.

La concentracion y el tiempo mar-
cados con asterisco representan las
mejores condiciones experimentales
en las cuales se observa el efecto.
Después del tratamiento, en las pre-
paraciones se analizé: (i).- Los cam-
bios morfologicos que presentaron
las células expuestas con respecto
a un cultivo control, ésto es, sin tra-
tamiento, (ii).- La adhesion celular,
(iii).- El perfil de proteinas, (iv).- El
citoesqueleto de microtabulos y mi-
crofilamentos y (v).- E1 DNA de las
células expuestas a los complejos.

III. Adhesion celular. Los culti-
vos control y los tratados con
los complejos o vinblastina
se fijaron y tifieron con azul
de metileno al 0,1% disuel-
to en regulador de boratos
(Lezama y col., 2001). Poste-
riormente se lisaron con HCI
0.1N y se midi6 la absorban-
cia a 630 nm (Beckman DU-
7-Spectrophotometer).

IV. Electroforésis de proteinas:
Las muestras tratadas con
inhibidores de proteasas, se
prepararon para electrofore-
sis segin el método de Lae-

mmli (1970). Fraccionando
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las proteinas (20 ug - 30 ug)
en geles de SDS-Poliacrilami-
da al 10%, y se tifiieron con
azul de Coomassie al 0,25%.

Citoesqueleto de microtibulos
y microfilamentos: Después
de la interaccion de los cul-
tivos celulares con los com-
plejos de [Cu(fen)(aa’s)]" y la
droga antineoplasica vinblas-
tina, las muestras se fijaron
con paraformaldehido al 4%
y se permeabilizaron con Tri-
ton X-100 0,5%. Posterior-
mente, se incubaron con an-
ticuerpos monoclonales Anti
B-Tubulina y Anti-Ratén IgG
conjugado a (FITC) Isotiocia-
nato de Fluoresceina (Zymed
Laboratories, Inc). Otras pre-
paraciones fueron tratadas
con Faloidina marcada con
FITC (Sigma Chemical) para
tenir los microfilamentos
(Sabanero y col., 2006). Las
preparaciones se observaron
en un microscopio de epifluo-
rescencia Nikon HFX-II con
filtro B de Exc= 494-518 nm.

VII. Extraccion de DNA. En las

preparaciones de células
control, expuestas a los
complejos de [Cu(fen)(aa’s)]*
y vinblastina, se realiz6 la
extraccion de DNA (Mania-
tis, 1990). Posteriormente,
se analiz6 el DNA en geles de
agarosa al 1%. Los geles fue-
ron observados con luz UV
en Gene Genius (Syngene).

RESULTADOS

Tratamiento de

los epitelios

pulmonares con los complejos
de [Cu(fen)(aa’s)'. Después de la
interaccion de los cultivos celulares
con los complejos AG, AM y IS (60
pg/mlL) o vinblastina (10 mg/mL),
se observa que el epitelio pulmonar
expuesto al complejo AG (Fig. 2C),
presenta alteraciones morfolégicas,
pérdida de uniones intercelulares y

30

Universidad de Guanajuato

Figura 2. Efecto de los complejos de
coordinacién[Cu(fen)(aa’s)]*
sobre el epitelio pulmonar
expuestos a los complejos
(60 pg/mL) y a vinblastina
(10 pg/mL). A) Control, B)
Vinblastina, C) AG, D) AM,
E) IS. X400.

disminucién del volumen celular, similares a los que presentan las cé-
lulas expuestas con vinblastina (Fig. 2B). El epitelio pulmonar expuesto
al complejo AM (Fig. 2D), muestra cambios morfologicos similares a los
descritos para el complejo AG. El epitelio pulmonar expuesto al complejo
IS (Fig. 2E), no presenta cambios con respecto al epitelio control que no
ha sido expuesto a ninguno de los complejos.

Adhesion celular. Las células tratadas con el complejo AG, AM y vinblas-
tina, muestran alteracion en la adhesion celular. Los complejos AG y AM pre-
sentan 50 %y 45 % de células adheridas al sustrato respectivamente. Vinblas-
tina presenta un 45 % de adhesion, esto indica que casi la mitad de las células
perdieron su capacidad de unirse al sustrato sugiriendo que los complejos AG
y AM presentan una actividad sobre la adhesion similar a la vinblastina. En
contraste, los epitelios pulmonares expuestos con el complejo IS muestran
100 % de adhesion celular similar a la del cultivo control (Fig. 3).

ADHESION CELULAR

AG AM i5

Control  Vin.

Perfil de proteinas. La Figura 4 muestra el perfil de proteinas en
células epiteliales control (carril 1 y 6), las expuestas a los complejos de
[Cu(fen)(aa’s)]* (carriles 2-4) y vinblastina (carril 5). Se observan pépti-
dos de alto (Mr = 180 - 90 kDa), mediano (Mr < 90 - 50 kDa) y bajo peso
molecular (Mr < 50 - 20 kDa). Vinblastina y los complejos AG y AM man-
tienen un patron de péptidos similar, no obstante, existen alteraciones
cuantitativas en el perfil de las proteinas de las células control (carriles 1
y 6) comparados con los complejos AG AM y Vinblastina (carriles 2, 3 y
5), con respecto a las proteinas Mr < 90-50 kDa y Mr < 50-20 kDa de los
complejos con respecto al control.

Figura 3. Accién de los complejos
[Cu(fen)(aa’s)] sobre la
adhesion celular. El epitelio
pulmonar control = 100%, los
expuestos a los complejos:
AG = 50%, AM = 45%, IS =
113% y Vinblastina = 45%.

s
bl
H
5
<
»

Vol. 19 no. 3 Septiembre-Diciembre 2009



Universidad de Guanajuato

M 1 2 3 4 5 4
kDa 1 i — A
| = e
= -
f— —
| =N |
=
45 . B
s =
45 p-
—_— [ B
36
29
22

Figura 4. Perfil de proteinas del epitelio pulmonar expuestos
a los complejos [Cu(fen)(aa’s)]*. Marcadores de
peso molecular (M) y los cultivos: Control (Carril 1
y 6), expuestos a los complejos: AG (Carril 2), AM
(Carril 3), IS (Carril 4) y Vinblastina (Carril 5).

Estructuras del Citoesqueleto.
Se analizaron la distribuciéon de micro-
tabulos (Fig. 5) y de microfilamentos
(Fig. 6). Los epitelios expuestos a los
complejos AG y AM (Fig. 5C y 5D), al
igual que vinblastina (Fig. 5B), alteran
la integridad del citoesqueleto de mi-
crotubulos. El complejo IS (Fig. 5E) no
altera la distribucién de los microta-
bulos, siendo ésta similar a la que pre-
sentan los epitelios control (Fig. 54).

Respecto a los microfilamentos
en los cultivos control (Fig. 6A) y los

Figura 5. Citoesqueleto de microtibulos de epitelio pulmo-
nar expuesto a los complejos [Cu(fen)(aa’s)]". A)
Control y expuestos a: B) Vinblastina y a los com-
plejos C) AG, D) AM, E) IS. X400.
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tratados con el complejo IS
(Fig. 6E), se observa la dis-
tribucién normal de micro-
filamentos que delimitan la
morfologia de las células.
Esta distribucién se pier-
de en las células tratadas
con los complejos AG y AM
(Fig. 6C y 6D) alterandose
la morfologia celular.

Analisis de DNA. En
los cultivos de células
control (Fig. 7 carril 1), y
los expuestos al complejo
IS y a vinblastina (Fig. 7
carril 4 y 5 el DNA geno-
mico se observa integro,
en contraste, los cultivos
expuestos a los complejos
AG y AM (Fig. 7 carriles 2 y
3) presentan una degrada-
cion en el DNA gendmico,
siendo ésta mas evidente
en las células expuestas al
complejo AM (Carril 3).

Figura 6. Citoesqueleto de microfilamentos de epitelio pulmonar
expuesto a los complejos [Cu(fen)(aa’s)]". A) Control y
expuestos a: B) Vinblastina y a los complejos C) AG,
D) AM, E) IS. Ay E = X600; B, Cy D = X200

DISCUSION

En el presente trabajo se
analizo la potencial acti-
vidad antineoplasica de
complejos de coordinaciéon
de Cu(ll) sobre células de
pulmén humano. Se con-
trast6 la actividad de los
complejos con la que pre-
senta vinblastina, un an-
tineoplasico clasico de uso
intrahospitalario extraido
de Catharanthus rose (Ca-
ron and Herwood, 2007).

Figura 7. Andlisis de DNA de células expuestas a los complejos
[Cu(fen)(aa’s)]+. Marcadores de peso molecular (M) y
el DNA de los cultivos control (Carril 1), expuestos a
los complejos AG (Carril 2), AM (Carril 3), IS (Carril 4)
y Vinblastina (Carril 5).

En base a los resultados obtenidos, se muestra que el complejo
IS no presenta actividad antineoplasica. En contraste, los complejos
[Cu(1,10-fenantrolina)(acido glutamico)]* (AG) y [Cu(l,10-fenantroli-
na)(a-metil-dopa)]* (AM), presentan actividad similar a vinblastina,
alterando la adhesion celular y rompiendo las uniones intercelulares
(Matter y col., 2005; Sabanero y col., 1995). Es posible que los com-
plejos afecten las moléculas que participan en la adhesion celular ta-
les como proteinas de uniones intercelulares y/o proteinas de matriz
extracelular (Even-Ram and Yamada, 2005). Por otra parte, la alte-
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raciéon de la red de microtabulos y microfilamentos
indica que los complejos AG y AM pueden tener como
blanco la proteina tubulina o la actina, que son com-
ponentes principales de los microtibulos y microfila-
mentos, estas estructuras participan en la formacién
del huso acromatico durante la mitosis, inhibiendo asi
la proliferacién celular; actuando de manera similar a
vinblastina que afecta los microttibulos del huso acro-
matico (Yun-Guang y col., 2006).

Respecto a la variacién cuantitativa del perfil de
proteinas, es necesario hacer estudios mas finos, no
obstante, esta variacion puede deberse a una altera-
cion en la transcripcion de genes inducida por la in-
teraccion de los complejos con el epitelio pulmonar,
ya que la fenantrolina presente en los complejos se
intercala en el DNA (Bodoki y col., 2008), y por lo tan-
to, podria alterar la expresion génica. Este resultado
se ve reflejado al analizar el DNA genémico de las cé-
lulas expuestas a los complejos AG y AM, ya que el
DNA muestra una clara degradacion que puede indi-
car apoptosis o dano del DNA. Los resultados sugieren
que el mecanismo de accion de los compuestos puede
ser muy amplio y complejo, por una parte, alterando
la integridad del citoesqueleto y por otra, degradando
el DNA genémico; induciendo cambios moleculares y
morfologicos que sefializan a la célula, posiblemente,
a muerte celular por apoptosis (Mollinedo and Gajate,
2003). Sin embargo, es necesario estudiar mas sobre
el mecanismo de accién de los complejos organometa-
licos, y realizar ensayos en otros tipos celulares y en
modelos animales.

CONCLUSION

Los complejos de Cu (II) fenantrolina con acido gluta-
mico y a-metil-dopa, presentan un efecto significativo
sobre la actividad celular, sugiriendo que pueden ser
potencialmente, compuestos antitumorales.
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