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|. RESUMEN

A nivel mundial el cancer es una de las primeras causa de muerte, ocasionando
aproximadamente el 13% de todas las defunciones ocurridas durante el 2008. De
los 7.6 millones de defunciones por cancer en 2008, aproximadamente un 70% se
produjeron en paises de ingresos bajos y medios (OMS, 2013). Entre los
tratamientos para el cancer se encuentra la quimioterapia, en la cual se
administran farmacos con el objetivo de eliminar las células tumorales. De los
compuestos citotdoxicos que tienen especial interés se encuentran las tiazolo[5,4-
blquinolinas. Estos compuestos han presentado actividad citotdxica contra
diversas lineas celulares de canceres humanos, pueden intercalarse en el DNA e
inhibir la topoisomerasa Il in vitro. EI compuesto D3CLP es uno de los que
presentd mayor actividad citotoxica en células de leucemia, cancer de mama y
cérvico-uterino. La combinacion de farmacos en algunos casos ha demostrado ser
mejor que el tratamiento administrando farmacos por separado para varios tipos
de canceres. Por ello, en el presente proyecto se estudid in vitro si puede
potenciarse la actividad citotoxica al combinar D3CLP con antineoplasicos de uso
clinico. Para ello se evalud6 el efecto citotoxico de D3CLP y de los farmacos de
uso clinico imatinib, tamoxifeno y cisplatino en lineas celulares de leucemia,
cancer de mama y cancer cérvico-uterino, respectivamente. Posteriormente se
evaluo el efecto de la combinacion de D3CLP con cada uno de los farmacos antes
mencionados en las lineas celulares indicadas. El efecto de las combinaciones
fue analizado por el indice de combinacién al efecto medio y por analisis
isolobolografico. Los resultados indican que se pueden presentar sinergismos al
combinar D3CLP con farmacos de uso clinico, principalmente cuando D3CLP se
encuentra en mayor proporcion. Adicionalmente, los resultados de fragmentacion
de DNA, analizado por TUNEL, sugieren que la muerte celular inducida por
D3CLP en células de cancer cérvico-uterino HelLa es por apoptosis. Estos
resultados apoyan la evaluacion en ensayos preclinicos de D3CLP solo y
preferentemente en combinacion, ya que potencialmente podria ser un
tratamiento mas eficaz para diversos tipos de cancer, incluyendo el cancer
cérvico-uterino.
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Il. ABSTRACT

Cancer is a leading cause of death worldwide and accounted for 7.6 million deaths
(around 13% of all deaths) in 2008. About 70% of all cancer related deaths
occurred in low- and middle-income countries (OMS, 2013). Cancer can be treated
using chemotherapy, where cytotoxic agents are administered to destroy cancer
cells. Thiazolo[5,4-b]lquinolines are compounds of special interest in cancer
treatment. These thiazolo[5,4-b]quinolines are cytotoxic and DNA-intercalating
compouds. D3CLP is a thiazolo[5,4-b]quinoline that induces apoptosis of leukemia
cells, while it displaying low toxicity towards non-tumoral cells. Combination
chemotherapy with conventional cytotoxic agents accomplishes several important
objectives not possible with single-agent therapy. The aim of this study was to
determine if can enhance the cytotoxicity, when D3CLP is combined with other
antineoplastic drugs. Leukemia, breast and cervical cancer cell lines were
exposed to D3CLP alone or in combination with imatinib, tamoxifen or cisplatin,
respectively. Cell viability after treatment was evaluated by MTT assay, and cell
death by TUNEL assay. The effects of combined treatments were analyzed by
combination index and isobolographic analysis. Antiproliferative activity results
indicate that D3CLP in combination with antineoplastic drugs induced a synergistic
effect, at 3:1 and 1:1 ratios for D3CLP plus imatinib in K-562 leukemia cells, and at
a 3:1 ratio for D3CLP with cisplatin in HelLa cells, as determined by their
combination index. Furthermore, isobolographic analysis demonstrated a
significant synergism for a 3:1 combination ratio of D3CLP with cisplatin in HelLa
cells. In addition, TUNEL assay suggests cell death by apoptosis of HelLa cells
after treatment with D3CLP and its combination with cisplatin at a 3:1 ratio. The
results overall indicate that D3CLP alone or in combined preparation with
antineoplastic drugs is a good candidate for preclinical studies in the treatment of

different cancer cell types.
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V. ABREVIATURAS.

ADN
ARN
ATP
cbp
Cl
DMSO
EDTA
FDA
GSH
Hepes
ICs0

IGF-1
INEGI
m-Amsa
MDR
MTT
NCI
OMS
PBS
PBS-EDTA
PFA
rpm
SEM
SNC
TdT
TGF-a
TNF-a
TUNEL

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Trifosfato de Adenosina

Cuanto baste para

indice de combinacion

Dimetilsulfoxido

Acido etilenediamino tetra-acético

Agencia de Alimentos y Medicamentos (por sus siglas en inglés)
Glutation.

Acido N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfonico]
Concentraciones que disminuyen la viabilidad celular al 50 % (ICs),
respecto al vehiculo

Factor de crecimiento insulinico tipo 1

Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica
Amsacrina

Multi-resistencia a farmacos (por sus siglas en inglés)
Bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
Instituto Nacional del Cancer, U.S.A (por sus siglas en inglés)
Organizacion Mundial de la Salud

Solucion amortiguadora de fosfatos

Solucion amortiguadora de fosfatos con EDTA
Paraformaldehido

Revoluciones por minuto

Error estandar de la media

Sistema nervioso central

Transferasa de desoxinucleoétido terminal

Factor de crecimiento transformante-a

Factor de necrosis tumoral-a

Transferencia de uridina marcada a los extremos en el ADN
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EVALUACION IN VITRO DEL USO COMBINADO DEL DERIVADO
TIAZOLOJ[5,4-B]QUINOLINA “D3CLP” CON ANTINEOPLASICOS DE USO
CLINICO.

1. INTRODUCCION

1.1 Definicion de Cancer

El término cancer se usa para definir a un conjunto de enfermedades
caracterizadas por un desequilibrio entre la division y la muerte celular (Hanahan
y Weinberg, 2011). Se consideran enfermedades genéticas, en las que hay
alteraciones en los genes que controlan la proliferacion celular o muerte celular
(Bast, 2000). Dichas células neoplasicas pueden invadir los tejidos vecinos y
pueden diseminarse a otras partes del cuerpo, proceso denominado como
metastasis (NCI, 2013).

Estadisticas del cancer

Hoy en dia el cancer se ha convertido en un problema de salud publica de gran
importancia a nivel mundial y su incidencia varia dependiendo de la region en que
se evalua. A nivel mundial es una de las primeras causas de muerte, ocasionando
aproximadamente el 13% de todas las defunciones ocurridas durante el 2008.
Entre los principales tipos de cancer que causan esas muertes estan el de
pulmon, estdmago, higado, colon y mama. De los 7.6 millones de defunciones por
cancer en 2008, aproximadamente un 70% se produjeron en paises de ingresos
bajos y medios (OMS, 2013).

Esta situacion puede extrapolarse a nuestro pais. De acuerdo a estadisticas
recientes para México tenemos que del total de personas afectadas por cancer
durante el ano 2010, 57 de cada 100 menores de 20 afos padecieron tumores
malignos en 6rganos hematopoyéticos y 36.5% de los pacientes hospitalizados
por leucemia tenian entre 5y 9 afos. En 2010, de cada 100 mujeres de 20 afios y
mas con tumores malignos, 24 presentaron cancer de mama. Mientras que 8 de
cada 100 hombres de 20 afios y mas con cancer en 2011, presentaron neoplasia
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de préstata. Los tipos de cancer que mas muertes causaron en el 2011 en
hombres de 20 y mas afos fueron el de prostata (17%), pulmén (13%) y
estomago (9%). En cuanto a las principales causas de muerte por tumores
malignos en mujeres de 20 y mas afnos en 2011 fueron por cancer de mama
(13.8%) y cancer cérvico-uterino (10.4%) (INEGI, 2013). Esos canceres, a
menudo se detectan en etapas avanzadas, lo que implica una baja tasa de

supervivencia.

1.2 Terapia del cancer

El objetivo en el tratamiento del cancer es curar la enfermedad o prolongar
considerablemente la supervivencia y mejorar la calidad de vida del paciente
(OMS, 2013). El tratamiento del cancer varia segun el tipo y estado del cancer.
Actualmente, existen diferentes tratamientos, los cuales dependen de la
naturaleza de cancer. Los tratamientos mas frecuentemente utilizados contra el
cancer son: cirugia, radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia, inmunoterapia y
terapia con enzimas. A continuacion, se comenta brevemente cada uno de los
tratamientos mencionados. Dado que en el presente trabajo se evalué la actividad
citotéxica de diversos farmacos, es de particular interés la quimioterapia, de la

que se comentara con mayor detalle.

1.2.1. Cirugia

La cirugia es uno de los tratamientos empleados en el tratamiento del cancer y es
considerado el tratamiento que puede curar a los pacientes con mayor eficiencia,
cuando se puede eliminar quirdrgicamente y no se ha diseminado. Avances en las
técnicas quirurgicas y un mejor conocimiento de los patrones de distribucion de
diferentes canceres han permitido a los cirujanos la reseccion exitosa de los
tumores, sin embargo, en algunos casos la mala reseccion ocasiona la
diseminaciéon de las células neoplasicas a otros 6rganos o tejidos, proceso
conocido como metastasis. Para realizar la cirugia es necesario que el cirujano

esté familiarizado con la historia natural de los tipos de cancer. Esta terapia no
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puede usarse para tratar canceres como leucemias o mielomas (DeVita et al.,
2001).

1.2.2. Radioterapia.

La radioterapia es otra manera de tratar el cancer. Consiste en administrar dosis
de radiacion en esquemas tales que maten a las células cancerosas y preserven
la funcién de los tejidos normales. La radiacién administrada puede ser de rayos
gamma o rayos X (Bast, 2000). El dafio a las moléculas biolégicas por radiacion
se da de modo indirecto, la energia absorbida ocasiona el desprendimiento de
electrones en los niveles externos de los atomos, los cuales ionizan a otras
moléculas conduciendo a una cadena de reacciones complejas que terminan
hasta que la energia se haya disipado. En este proceso se generan radicales
libres, los cuales son muy reactivos y pueden oxidar o reducir moléculas
biolégicas, ademas pueden romper enlaces quimicos (Alison, 2002). Las
radiaciones ionizantes son particularmente efectivas en producir dafos
irreparables en el ADN, siendo éste el principal modo por el cual la radioterapia
ejerce su efecto nocivo. Ciertos tipos de tumores, como seminomas y linfomas,
responden bien a la radioterapia, mientras que otros, como melanomas y

glioblastomas, son relativamente resistentes a este tratamiento (Alison, 2002).

1.2.3. Quimioterapia.

Uno de los tratamientos para el cancer en estadios avanzados es la
quimioterapia. Los primeros registros de la quimioterapia datan desde principios
del siglo XVI cuando se administraban, por via sistémica, metales pesados en el
tratamiento del cancer, aunque la toxicidad era severa y solo podian curar
algunos tipos de cancer. Desde entonces, se han buscado nuevos agentes
antitumorales que logren curar, controlar u ofrecer tratamientos paliativos para el

cancer (Baquiran, 2001).

La quimioterapia es uno de los tratamientos de primera eleccion para algunos
tipos de cancer y en algunos otros se emplea en combinacion con radioterapia,
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cirugia o inmunoterapia. El objetivo principal de los compuestos contra el cancer
usados en la clinica es inducir muerte de las células neoplasicas, inhibiendo en
algunos casos procesos relacionados al ciclo celular. Los compuestos empleados
en la quimioterapia pueden inicialmente ser citostaticos, ya que pueden detener la
division celular y posteriormente inducir la muerte celular (Avendafio y Menéndez,
2008). La mayoria de los agentes antitumorales son transportados por el torrente
circulatorio y no pueden pasar a través de la barrera hematoencefalica,

excluyendo al cerebro de su efecto (Baquiran, 2001).

La quimioterapia presenta dos problemas importantes: los farmacos empleados
no son especificos para las células cancerosas y ademas presentan toxicidad,
debido a que la mayoria de los compuestos contra el cancer se administran en
concentraciones altas, para que por efecto de su distribucion lleguen en
concentraciones Optimas a los tumores. En este sentido se han usado pro-
farmacos que son selectivamente activados en los tejidos neoplasicos,
aprovechando propiedades de estas células como expresion selectiva de
enzimas, hipoxia y bajo pH extracelular. Otro problema en la quimioterapia del
cancer es la resistencia a los farmacos administrados debida a proteinas
trasportadoras en la membrana dependientes de ATP, conocidas como
glicoproteinas P (Juliano y Ling, 1976). Estas glicoproteinas estan codificadas por
un grupo de genes denominados MDR (del inglés multidrug resistance) (Nooter y
Herweijer, 1991). Dichas glicoproteinas se encargan de sacar diversos farmacos
de la célula, entre ellos los compuestos antitumorales (Gottesman, 1993).
Ademas, se ha observado que después de que se ha desarrollado un mecanismo
de resistencia a un farmaco antitumoral, es posible que se presente resistencia

cruzada con otros farmacos usados con el mismo proposito.

En la Tabla 1 se presentan algunos de los farmacos mas usados en la

quimioterapia, para algunos tipos cancer selectos.
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Tabla 1. Algunos de los principales canceres con mayor incidencia en México y

los farmacos usados en su tratamiento

Tipo de cancer Algunos farmacos usados en el tratamiento del cancer

) ) Cisplatino, etopésido, doxorubicina, topotecan, vincristina,
Cancer de pulmén _
paclitaxel.

. Doxorubicina, metotrexato, 5-fluorouracilo, paclitaxel, tamoxifeno,
Céancer de mama ) _
ciclofosfamida.

Cancer de cuello de _ _ o . . . .
it Cisplatino, 5-fluorouracilo, ifosfamida, vinorelbina, paclitaxel.
utero

_ Imatinib, citarabina, ciclofosfamida, vincristina, etopdsido,
Leucemia o _
doxorubicina, amsacrina.

Por su relevancia en el presente estudio, a continuacibn se menciona el
mecanismo de accion citotoxico, toxicidad sistémica y resistencia asociada al

tratamiento con los agentes antineoplasicos imatinib, tamoxifeno y cisplatino.

1.2.3.1 Algunos farmacos empleados en la quimioterapia del cancer

Imatinib

Imatinib es un farmaco derivado de fenilaminopiridina (Figura 1), empleado en la
quimioterapia del cancer como agente antileucémico (Eiring et al., 2011; Kosior et
al., 2011). Este farmaco inhibe tirosinas cinasas al competir por el sitio de unién al
ATP (Schindler et al., 2000). Una de estas tirosina cinasas es la proteina BCR-
ABL originada por la translocacion entre los cromosomas 9 y 22 (cromosoma
Filadelfia) (Heath y Moloney, 1965; Kurzrock et al., 2003; Kosior et al., 2011).

Entre los mecanismos de resistencia a imatinib se encuentra: la sobre-expresion
del la tirosina cinasa BCR-ABL, mediada por una amplificacion del gen BCR-ABL.
Las mutaciones que alteren la afinidad con la que las tirosina cinasas se unen a
este farmaco pueden conducir a una resistencia, asi como un aumento en la

expresion de la glicoproteina P170 que puede promover la salida del farmaco de
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la célula y en consecuencia la disminucidon de su concentracién intracelular, entre
otros (Chu y DeVita, 2007; Bixby y Talpaz, 2009; Barouch-Bentov y Sauer, 2011)

oH,

N

¢ )

HN

Figura 1. Estructura quimica del imatinib (ST1571, Gleevec®).

Adicionalmente a lo antes indicado, este farmaco antileucémico tiene un costo
elevado, lo que lo hace de dificil acceso a pacientes de escasos recursos

econdmicos.

Tamoxifeno

El tamoxifeno (Figura 2) es un farmaco no esteroide que se une los receptores a y
B de estrégenos, que actua como un completo agonista parcial o antagonista a
estrogenos dependiendo de la especie y el rgano blanco (MacGregor y Jordan,
1998; Palmieri et al., 2002). En la glandula mamaria humana, el tamoxifeno actua
como un antagonista competitivo, se une al receptor de estrogenos con una
afinidad de aproximadamente el 2% de lo que lo hace el 17B-estradiol (Robertson
et al.,, 1982). Estas mismas propiedades han permitido el uso del tamoxifeno
desde su aprobacion por la FDA en 1978 para tratar pacientes con cancer de
mama positivos al receptor a estrogenos, ya que el tamoxifeno bloquea el
estimulo proliferativo de los estrogenos en células de la glandula mamaria
(Ickenstein y Bandiera, 2002; Cazzaniga y Bonanni, 2012). Por esta razon, el
tamoxifeno se ha considerado como una opcién para todos los estadios del

cancer de mama, tanto en mujeres premenopausicas como postmenopausicas.
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Adicionalmente, se ha propuesto el tamoxifeno para usarse en el tratamiento
profilactico de mujeres sanas que presentan alto riesgo de cancer de mama

(Smith et al., 2000).

T e
O/\/ N_
CH,

Figura 2. Estructura quimica del tamoxifeno (Nolvadex®)

Entre los mecanismos de resistencia al tamoxifeno se encuentran la disminucion
en la expresion del receptor a estrégenos o mutaciones que conduzcan a una
disminucién en la afinidad de este receptor por el tamoxifeno. La sobreexpresion
de factores de crecimiento como el TGF-a o IGF-1 también puede conducir a una
resistencia al tratamiento con tamoxifeno, entre otros (Figura 3) (MacGregor y
Jordan, 1998; Chu y DeVita, 2007).

Al igual que los estrogenos, el tamoxifeno ayuda a prevenir osteoporosis y
fracturas en mujeres postmenopausicas, asi como a disminuir los niveles
sanguineos de colesterol. Sin embargo, el uso prolongado de tamoxifeno
incrementa ligeramente el riesgo de trombosis y embolias pulmonares
(MacGregor y Jordan, 1998; Smith et al., 2000). Adicionalmente, se ha asociado
el uso del tamoxifeno con un alto riesgo de cancer endometrial cuando se

administra como agente quimiopreventivo (Fornander et al., 1989).
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Figura 3. Posibles mecanismos de resistencia a tamoxifeno. Modificado de MacGregor y
Jordan, 1998.

Cisplatino

El cisplatino (Figura 4) es un farmaco que induce muerte celular principalmente al
unirse covalentemente al nitrogeno 7 de la guanina en el ADN, originando
cambios conformacionales que interfieren con la duplicaciéon y transcripcion
(Cepeda et al.,, 2007). Después de que este farmaco entra a la célula por
transporte pasivo, activo o bien a través de los trasportadores de cobre, el
cisplatino reemplaza los atomos de cloro por moléculas de agua. Esta molécula
cargada positivamente es capaz de interactuar con moléculas nucleofilicas dentro
de la célula, incluyendo ADN, ARN vy proteinas (Rabik y Dolan, 2007). Se sabe
que el cisplatino puede unirse a fosfolipidos de la membrana celular, proteinas
con grupos tiol (R-SH) y al glutation (GSH) (Fuertes et al., 2003). El cisplatino se
emplea contra una gran variedad de tumores, entre ellos el de testiculo, ovario,
pulmén, cabeza y cuello, entre otros (Chu y DeVita, 2007). Adicionalmente, el
cisplatino puede inducir diversos tipos de dafo como ototoxicidad, neuropatia
periférica, nefrotoxicidad y mielosupresién (Figura 5) (Sheikh-Hamad et al., 1997,
Rabik y Dolan, 2007; McWhinney et al., 2009; Casares et al., 2012). No obstante,
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la nefrotoxicidad es el efecto secundario mas importante y se presenta en
aproximadamente 25% de los pacientes que reciben el tratamiento (Daugaard y
Abildgaard, 1989).

Cl _NH
=
Cl” “NH,

Figura 4. Estructura quimica del cis-diaminodicloroplatino (cisplatino, Platinol®).

Ototoxicidad Adultos: 23-50%
Nifios: >50%

Adultos: 30-86%
promedio 62%

Nifios: ~10%

Neuropatia
periférica

Nefrotoxicidad ~20-41%

Mielosupresion  <5%

Figura 5. Toxicidad asociada al tratamiento con cisplatino. La ototoxicidad es muy
frecuente en pacientes pediatricos, mientras que la mielosupresion generalmente es poco
comun. Modificado de Rabik y Dolan, 2007.
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De 27 a 45% del cisplatino es excretado principalmente a través de los rifones
dentro de los primeros 5 dias posteriores a su administracién y es precisamente
éste 6rgano el que presenta mayor contenido, causando efectos nefrotoxicos
(Kawai et al., 2005). La nefrotoxicidad es un evento secundario a la acumulacion
de cisplatino en los rifiones, especificamente en los tubulos proximales (Daugaard
y Abildgaard, 1989; Rabik y Dolan, 2007)

Los patrones de resistencia a cisplatino varian considerablemente dependiendo
del tipo de tumor. Por ejemplo, se sabe que el cancer de colon o el de células no
pequenas de pulmon son intrinsicamente resistentes al tratamiento con cisplatino.
Otros tipos de cancer como el de cabeza, cuello, testicular, de ovario o de células
pequefias de pulmdn son sensibles a este tratamiento. Sin embargo, muchos de
esos tipos de tumores sensibles adquieren resistencia después del tratamiento
inicial (Fuertes et al., 2003). Entre los mecanismos de resistencia se encuentran:
una disminucién en la concentracidn intracelular de cisplatino debido a
alteraciones en el transporte al interior o un aumento en su eliminacién al exterior
mediado por la glicoproteina P, la inactivacidon del cisplatino por unién a proteinas
con grupos tiol, glutation. Un incremento en la actividad de enzimas que reparan
dafios al ADN también puede conducir a una resistencia al tratamiento, entre
otras (Fuertes et al., 2003; Chu y DeVita, 2007).

En la actualidad, aunque existen numerosos farmacos contra el cancer, éstos
presentan en general una alta toxicidad y en ocasiones las células tumorales son
resistentes al tratamiento con éstos. Por esta razon es importante la busqueda de
compuestos que sean una nueva opcion en el tratamiento del cancer, con
actividad antitumoral, mas selectivos y con menos toxicidad general (Ferlin et al.,
2001).

©
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2. ANTECEDENTES

Entre los farmacos empleados actualmente en la quimioteriapia esta la amsacrina
(m-Amsa), conocido agente antiproliferativo usado para tratar leucemia aguda en
adultos (Arlin et al., 1987; Arlin et al., 1991). Se sabe que la m-Amsa y en general,
los derivados de la 9-aminoacridina inhiben la ADN topoisomerasa |l (Nelson et
al., 1984; Loza-Mejia et al., 2008; Loza-Mejia et al., 2009). El nucleo acridina de
estos compuestos tiene la capacidad de intercalarse entre los pares de bases de
ADN, estabilizando la ADN-topoisomerasa, generando cortes permanentes al
ADN, lo que lleva a la detencién del ciclo celular y la induccion de muerte celular
por apoptosis (Chilin et al., 2009).

2.1 Tiazolo[5,4-b]quinolinas

Las tiazolo[5,4-b]quinolinas son compuestos citotdéxicos que estan relacionados
estructuralmente con las quinolinas y acridinas por una sustitucion isostérica de
un anillo de benceno por un anillo tiazolo. Alvarez-Ibarra y colaboradores en 1997
sintetizaron derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina, considerados analogos de la m-
Amsa. Al evaluar las propiedades citotoxicas de estos compuestos en lineas
tumorales humanas, los resultados indican que el compuesto 7-fluoro-2-[[(N,N-
dietilamino)etillamino]  -9-hidroxitiazolo[5,4-b]lquinolina  tiene una actividad
citotoxica significativa in vitro contra células P-388 de leucemia murina, células A-
549 de carcinoma de pulmoén humano y células HT-29 de tumor de colon humano,
con valores de concentraciones que disminuyen la viabilidad celular al 50% (ICsp)
respecto al vehiculo, de 1.65, 2.9 y 5 yM, respectivamente (Alvarez-lbarra et al.,
1997).

En 2004 Rodriguez-Loaiza y colaboradores sintetizaron nuevos derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina, los cuales presentan actividad como agentes intercalantes
al ADN, estos compuestos incluyen el sustituyente N,N-dietilamino-etil-amino en la
posicion 2, entre los cuales destaca el 9-anilino-2-[[(N,N-

dietilamino)etillamino]tiazolo[5,4-b]quinolina, mismo que presenté actividad
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citotoxica en células de leucemia mieldogena crénica humana K-562 (ICso 16.8 pM)
(Rodriguez-Loaiza et al., 2004).

Con el objetivo de tener nuevos compuestos con mayor actividad citotoxica, Loza-
Mejia y colaboradores en 2008 y 2009 sintetizaron dos nuevas series de
compuestos. En la primera serie se conserva el sustituyente N,N-dietilamino-etil-
amino en la posicién 2, mientras que en la segunda incorpora un sustituyente
N,N-dietilamino-propil-amino en lugar del N,N-dietilamino-etil-amino a en la
posicion 2, ademas de probar sustituyentes electroatractores. Adicionalmente se
les evalud6 su actividad citotoxica en lineas tumorales humanas (Loza-Mejia et al.,
2008; Loza-Mejia et al., 2009). Uno de los compuestos mas activos de la segunda
serie fue el “D3CLP” (Figura 6), mismo que presenté una ICso de 7.8 uM en
células de leucemia K-562, de 9.72 yM en células de cancer de mama MCF-7, de
7.46 UM en células de cancer cérvico-uterino HelLa y de 10.17 yM en células de
cancer de colon SW-620 (Loza-Mejia et al., 2009).

Cl
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XN
— />\N/\/\N
N S H \

Figura 6. Estructura quimica del D3CLP

Se ha demostrado in vitro que D3CLP induce la fragmentacion de ADN, se puede
intercalar al ADN, inhibir la actividad de la topoisomerasa Il, inducir la activacion
de caspasas conduciendo asi a una muerte de tipo apoptético en células de
leucemia humana K-562. Ademas que D3CLP es mas citotoxico en células
tumorales que en células no tumorales (Gonzalez-Sanchez et al., 2011). Ya que el

compuesto D3CLP presenta una actividad citotoxica considerable en este trabajo
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consideramos importante evaluar su efecto citotoxico al combinarlo con otros
antineoplasicos de uso clinico y determinar si dichas combinaciones presentan

una mayor actividad citotdxica.

2.2 Combinaciones de farmacos

En ocasiones el tratamiento con un solo farmaco antineoplasico no es suficiente
para tener mejorias en los pacientes con cancer. La combinacion de farmacos en
el tratamiento del cancer ha demostrado en algunos casos una mayor efectividad
que el tratamiento con un solo agente antineoplasico para varios tipos de cancer.
Adicionalmente, la sobrevida de pacientes con cancer que han sido tratados con
combinaciones de farmacos ha sido sustancial comparado con el uso secuencial
en varios tipos de leucemia, linfomas Hodgkin y no Hodgkin, carcinoma de mama,
pulmén, ovario y testiculo (Buchholz et al., 2007; Skeel, 2007). Por ello es
importante determinar in vitro el efecto de dos farmacos cuando se administran en
combinacion, y valorar si pueden presentar un beneficio clinico, como en el caso
de encontrarse un efecto sinérgico o aditivo, o bien, si la combinacion puede

presentar desventajas clinicas como es el caso de un efecto antagonico.

2.2.1 Ventajas de la terapia combinada en el tratamiento del cancer

La combinacién de farmacos antineoplasicos puede prevenir la generacion de
clonas resistentes en poblaciones celulares heterogéneas, ya que las células
cancerosas pueden ser resistentes a un farmaco, pero la probabilidad de que
sean resistentes a los dos farmacos es mucho menor. La terapia combinada
puede ofrecer una mayor eliminacién de células tumorales con menor toxicidad
para el paciente, en el caso de presentarse un sinergismo. Lo anterior también
puede tener un beneficio en la disminucion del costo del tratamiento (Baquiran,
2001).

©
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2.2.2 Métodos para evaluar el efecto combinado de farmacos
Actualmente existen dos métodos ampliamente utilizados en el estudio del efecto
combinado de farmacos; el método de indice de combinacion al efecto medio y el

analisis isobolografico (Zhao et al., 2004).

El método de indice de combinacién (Cl) puede emplearse para la determinacion
de aditividad, sinergia o antagonismo en experimentos donde se combinan dos
farmacos. Este analisis fue popularizado por los trabajos de Chou y Talalay (Chou
y Talaly, 1977; Chou y Talalay, 1981; Chou y Talalay, 1983; Chou y Talalay,
1984). Chou y Talalay derivan ecuaciones para calcular el indice de combinacién
al efecto medio. Para compuestos que tienen mecanismos de accién similares,
donde el efecto es mutuamente excluyente el Cl puede calcularse con la ecuacion
1.

Cl = (D1)/ (Dx1) + (D2)/ (Dx2) ecuacion 1;

Mientras que para pares de farmacos con mecanismos de accion diferentes o que
actuan independientemente el Cl puede calcularse con la ecuacion 2.

Cl = (D1)/(Dx1) + (D2)/ (Dx2) + (D1) (D2) / (Dx1) (Dx2) ecuacion 2

Donde, Dyt y Dy, representan las dosis de los farmacos 1 y 2 necesarios para
producir un 50% de efecto en tratamientos independientes, D1 y D, representan
las dosis de los tratamientos con los farmacos 1 y 2 en combinacion que producen
tambien 50% de efecto, respectivamente para cada combinacion analizada en la
respectiva linea celular. Si el valor de Cl es cercano a 1, la interaccion entre los
farmacos es aditiva; valores menores a 1 indican una interaccion de tipo sinérgica;
y valores mayores a 1 corresponden a una interaccion antagoénica (Chou y
Talalay, 1984).
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Otro de los métodos ampliamente usados en el estudio del efecto combinado de
farmacos es el analisis isobolografico. Es un método valido para analizar la
interacciéon entre dos farmacos, independientemente de su mecanismo de accion
(Berenbaum, 1989). Del mismo modo que el Cl, es posible distinguir tres tipos de
conclusiones: 1) que no haya interaccion entre los farmacos (efecto aditivo), 2)
que los farmacos presenten sinergismo (efecto mayor al aditivo) o 3) que
presenten un efecto antagénico (efecto menor al aditivo) (Berenbaum, 1989;
Tallarida, 2001). En la Figura 7 se muestra la representaciéon esquematica de un
isobolograma para la combinacion de dos farmacos, y se indican las tres posibles

situaciones al evaluar su efecto combinado.
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Figura 7. Representacién de un isobolograma para la combinacion de dos farmacos. En
cada uno de los ejes se grafica la concentracion de cada farmaco que produce el mismo
nivel de efecto. La linea que conecta ambos puntos “linea de aditividad” representa el
efecto tedrico para cada par de combinaciones de ambos farmacos. Los puntos O, Py Q
representan sinergismo, aditividad y antagonismo, respectivamente. Modificado de
Tallarida, 2006.
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2.2.3 Algunas combinaciones de farmacos estudiadas in vitro
Ambas metodologias antes mencionadas se han empleado para analizar el efecto

combinado de farmacos antitumorales in vitro en multiples estudios.

El efecto combinado de gemcitabina y etoposido fue evaluado por van Moorsel y
colaboradores, usando el Cl en células de Lewis de carcinoma pulmonar de raton.
La combinacion de gemcitabina y etoposido en una proporcion molar fija de 1:4
fue sinérgica después de 24 h de exposicion (van Moorsel et al., 1999).
Giannakakou y colaboradores en 1988 evaluaron el efecto de paclitaxel y el
alcaloide de la vinca vinblastina, dos farmacos antitumorales que tienen el mismo
blanco intracelular, pero con mecanismos citotoxicos opuestos. Paclitaxel es un
farmaco que promueve el ensamble de los microtubulos y los estabiliza, mientras
que vinblastina inhibe la polimerizacién de los microtubulos, ambos arrestan el
ciclo celular en G2/M. Al evaluar el efecto combinado de dichos farmacos en
células de carcinoma epidermoide KB y en células de cancer de mama MCF-7,
los resultados del analisis de indice de combinacion indicaron un sinergismo
cuando el segundo farmaco se administré 48 h después del primero, y cuando se
administraron simultaneamente se observo un efecto antagonico (Giannakakou et
al., 1998). Un efecto sinérgico se encontr¢ al analizar por Cl la combinacion del
flavonoide silibinina con doxorubicina en células de cancer de mama MCF-7 y
MDA-MB468 (Tyagi et al.,, 2004). Garcia-Lopez y colaboradores en 2004,
evaluaron el efecto del antiestrégenos ICI 182,780 en combinacién con cisplatino
en varias lineas celulares de cancer cérvico-uterino. El efecto de la combinacion
de ICI 182,780 con cisplatino resulté sinérgico al evaluarse por Cl en varias
proporciones en células HelLa, SiHa y CaSki (Garcia-Lépez et al., 2004). Una
potenciacion del efecto antiproliferativo se presentd al combinar cisplatino con el
antagonista del receptor a progesterona en células HeLa cuando cisplatino se
encontraba en mayor proporcion y antagénico cuando la proporcion de cisplatino
era menor respecto a mifepristona; no se observo efecto sinérgico para esta
combinacion de farmacos en células CaSki, al analizarlas mediante el Cl (Jurado
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et al., 2009). Sorafenib es un compuesto promisorio para el tratamiento del
carcinoma hepatico. Sin embargo, ha presentado toxicidad, por lo que se han
buscado nuevas alternativas para su uso en el tratamiento del cancer. Al evaluar
el efecto combinado del sorafenib con el inhibidor de la ciclo-oxigenasa-2
Celecoxib en las lineas celulares HepG2 y HuH7 de carcinoma hepatico, se
encontré que el efecto combinado se potencia, al analizarlo por el Cl (Morisaki et
al., 2013).

La interaccion citotoxica del farmaco gefinitib dirigido contra el receptor del factor
de crecimento epidermal (EGFR) y el inhibidor selectivo del proteasoma
bortezomib fue evaluada por Kusumoto y colaboradores en 2009, en células de
PC-9 de cancer de pulmoén humano. El analisis isobolografico de la combinacién
de dichos farmacos presentd un efecto aditivo en ausencia del factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) y un efecto sinérgico en presencia del TNF-a después de 4
dias de tratamiento (Kusumoto et al., 2009). La combinacion del miembro de la
familia de los ligandos del factor de necrosis Apo-2L con el inhibidor de la
topoisomerasa |l doxorubicina fue evaluada por Mizutani y colaboradores en
1999, en células de cancer de vejiga humana T24, J82 y HT1197. Solamente, el
tratamiento de la linea celular T24 con Apo-2L y doxorubicina presentd un efecto
sinérgico al evaluarlo por analisis isobolografico (Mizutani et al., 1999). Han y
colaboradores en 2012, evaluaron el efecto combinado del inhibidor de gerarnil-
geranil transferasa (GGTI) con el estabilizante de microtubulos docetaxel en
células de cancer de prostata LNCaP, PC3, y DU145. Se observé un efecto
sinérgico para un amplio rango de concentraciones de dichos farmacos,
sugiriendo que esta combinacion puede tener un efecto benéfico en el tratamiento

del cancer de préstata (Han et al., 2012).

Adicionalmente, el analisis isobolografico se ha empleado para estudiar la
interaccién de diversos farmacos, no sélo antitumorales. Por ejemplo, Ugalde y

colaboradores en 2005 ha estudiado mediante isobologramas la combinacion del
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extracto hidro-alcohdlico de Valeriana edilus con seis farmacos depresores del

sistema nervioso central (SNC) (Ugalde et al., 2005).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial, el cancer es un problema de salud publica muy importante, ya
que es la principal causa de muerte (OMS, 2013). Los farmacos empleados en la
quimioterapia del cancer, en general presentan alta toxicidad y en algunos casos
su costo es muy elevado. Por lo anterior, es necesaria la evaluacion de nuevas

moléculas que puedan ser una alternativa contra el cancer.

Adicionalmente, la combinacion de farmacos en el tratamiento del cancer ha
demostrado en algunos casos una mayor efectividad que el tratamiento con un
solo agente antineoplasico para varios tipos de cancer. Por lo que en el presente
trabajo se evalud el efecto combinado del derivado de tiazolo[5,4-b]quinolina
sintético D3CLP con tres de los antineoplasicos mas ampliamente usados en la
clinica para tratar tres tipos canceres de alta prevalencia en México, como son: la

leucemia, el cancer de mama y el cancer cérvico-uterino (Ferlay et al., 2010).
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. HIPOTESIS

La citotoxicidad in vitro sera mayor al combinar el compuesto D3CLP con los
farmacos tamoxifeno, imatinib o cisplatino, que cuando se utilizan en forma
individual en lineas celulares de cancer de mama, leucemia y cancer ceérvico-

uterino.

. OBJETIVO GENERAL

Estudiar in vitro el efecto citotoxico de la combinacién del compuesto D3CLP

con otros farmacos de uso clinico.

5.1 Objetivos Particulares

©

Determinar la actividad citotéxica individual de D3CLP vy los farmacos de uso
clinico tamoxifeno, imatinib y cisplatino en lineas celulares de cancer de mama

leucemia y de cancer cérvico-uterino, respectivamente.

Evaluar la actividad citotoxica de D3CLP en combinacion con tamoxifeno,
imatinib o cisplatino en tres proporciones, en lineas celulares de cancer de

mama, leucemia y de cancer cérvico-uterino, respectivamente.

Analizar el efecto de la combinacién de D3CLP mas tamoxifeno, imatinib o

cisplatino, mediante el indice de combinacién e isobologramas.

Explorar el tipo de muerte celular inducida por la combinacion de farmacos mas

activa, en la respectiva linea celular.
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6. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Lineas celulares

Se emplearon lineas celulares de leucemia (K-562), cancer de mama (MCF-7) y
de cancer cérvico-uterino (HelLa).

Farmacos analizados

D3CLP (9-[(3-cloro)fenilamino]-2-[3-(dietilamino)propilamino]tiazolo[5,4-
blquinolina), PM: 439 g/mol, sintetizado en el Laboratorio del Dr. Alfonso Lira
Rocha, Facultad de Quimica UNAM. Cisplatino (BLASTOLEM® RU, Lemery
Laboratories). Tamoxifeno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Imatinib mesylate
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)

Medio de cultivo.

Medio DMEM* 10 g (1 sobre)
L-Piruvato* 100X 10 mL
Antibiotico-antimicotico® 100X 10 mL
Aminoacidos no esenciales* 100X 10 mL
NaHCO;3; 63.3 mM
HEPES 9.23 mM
Agua desionizada estéril cbp 900 mL

*Gibco-Invitrogen

La preparacién se realizé en una campana de flujo laminar utilizando material
estéril. En un vaso de precipitado (1 L) se disolvio el sobre de medio de cultivo en
700 mL de agua desionizada junto con los otros complementos sélidos usando un
agitador magnético. Se adicionaron los constituyentes liquidos, se agitdé y se
adiciond agua desionizada suficiente para completar 900 mL. Se esterilizé por
filtracion el medio a través de una membrana con un tamafo de poro de 0.22 um.
Se complementd con 10% de suero de bovino fetal (SFB) inactivado, 100 pg/mL
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de penicilina G sédica y 0.25 yg/mL de estreptomicina (GIBCO®). Los frascos se
conservaron bien cerrados y en refrigeracion. Para verificar su esterilidad, se
colocé una alicuota del medio en una caja Petri estéril (control de esterilidad) y se

incubd a 37°C por varios dias.
Medio para conservar células en congelacion
Medio de cultivo DMEM complementado 95%

DMSO 5%

Los componentes se homogenizaron en un tubo de centrifuga estéril y se

conservaron en refrigeracion hasta su uso.

PBS (Solucién amortiguadora de fosfatos)

NaCl 136.89 mM
KCI 2.68 mM
KH2PO4 1.76 mM
Na,HPO,4 10.14 mM
Agua destilada cbp 1L

Se prepar6 un litro de solucion amortiguadora con las sales mencionadas. En

caso necesario, se ajusto el pH a 7.4. Se esterilizé en autoclave.

PBS-EDTA (Solucién amortiguadora de fosfatos con EDTA)

NaCl 136.89 mM
KCI 2.68 mM
KH2PO,4 1.76 mM
NayHPO4 10.14 mM
EDTA 1 mM
Agua destilada cbp 1L
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Se preparo un litro de solucion amortiguadora con las sales mencionadas. En

caso, necesario se ajusto el pH a 7.4. Se esterilizé en autoclave.

Solucion de MTT (2.5 mg /mL)
MTT 125 mg
PBS cbp 50 mL

Se peso el MTT en un tubo de 50 mL estéril empleando guantes y cubre bocas ya
que es un compuesto téxico. Al tubo se adicion6é 25 mL de PBS para disolver el
MTT. Posteriormente, se ajusto el volumen a 50 mL. Se cubrié el tubo con papel

aluminio y se conservo en refrigeracion hasta su uso.

Solucion fijadora para TUNEL. Paraformaldehido al 4%
Paraformaldehido 29
PBS cbp 50 mL

Se calentaron 40 mL de PBS en vaso de precipitado a 60°C en una parrilla. Se
agrego el paraformaldehido y en agitacion se conservd ésta temperatura hasta
que se disolvio el paraformaldehido. Se dejé enfriar y enseguida se aford a 50 mL.
La solucion se guardd en refrigeracion a 4°C perfectamente sellada y rotulada

hasta su uso. La solucion se utilizé recién preparada.

METODOS

Mantenimiento del cultivo celular.

Todos los procedimientos se realizaron en una campana de flujo laminar, en
condiciones de esterilidad. Se utilizd6 material limpio y estéril en la manipulacion de
medio de cultivo y lineas celulares. Las células se mantuvieron en crecimiento en
cajas Petri de plastico estériles, con medio de cultivo DMEM complementado con
10% de suero de bovino fetal el cual se cambié cada tercer dia o segun se
requirié. Los cultivos se incubaron en un ambiente con 5% CO,, con una
humedad relativa del 98%, a 37°C (condiciones 6ptimas para el cultivo celular). El
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cambio del medio de cultivo se realiz6 de la forma siguiente: ya que las lineas
celulares son adherentes, se eliminé el medio de cultivo por decantacion. Las
células adheridas a la caja Petri se lavaron con una solucion de PBS-EDTA, con
el objetivo de eliminar la mayor cantidad de detritos, y se observaron al
microscopio. Finalmente, se adicion6 medio fresco y las células se volvieron a

incubar.

Propagacion de lineas celulares

Cuando las lineas celulares llegaron a una confluencia de 90% (cantidad de
células que ocupan el 90% de la superficie de la placa), se propagaron en otra
caja Petri para disminuir su confluencia y asi evitar la saturacion. Para ello, se
elimind por decantacion el medio de cultivo de la caja, las células adheridas se
lavaron con PBS y posteriormente, se incubaron en PBS-EDTA durante 5 minutos
o hasta que presentaron cambio a una morfologia esférica. Las células que
permanecieron adheridas se desprendieron con ayuda de una micropipeta.
Posteriormente, se inoculé una caja de Petri con medio de cultivo previamente
atemperado a 37°C con la linea celular respectiva y se distribuyeron las células

con movimientos circulares suaves, previo a su incubacion.

Conteo celular

Para el conteo celular se emple6 una camara de Neubauer, la cual se limpié con
etanol al 70%. Se tomo una alicuota de una suspension celular y se coloco en la
camara de Neubauer. El conteo de las células se realiz6 en un microscopio
invertido, contando en los cuadrantes correspondientes para la cuenta de
linfocitos. Una vez obtenido el promedio se aplicé la siguiente férmula para

determinar el numero de células por mililitro.
Células /mL = (promedio células) x [1x10* mL™]

Obtenido el numero de células por mililitro se calculd el volumen de suspension

adecuado para agregar en cada caja o pozo, respectivamente de acuerdo al
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experimento. En los ensayos de actividad citotoxica se inocularon 7000 células
por pozo en placas de 96 pozos, mientras que en los ensayos de TUNEL se

inocularon 5x10° células en placas de Petri de 60 mm.

Conservacién de células en congelacion.

Antes de congelar las células debian estar refringentes y con una confluencia del
90% al 95%. Se procedié como se indica en el apartado de propagacion celular
hasta obtener la suspension celular, la cual se colectoé en un tubo y se centrifugé a
800 rpm, durante 5 minutos El sobrenadante se decanté y el boton celular se
resuspendid con el medio de congelamiento suavemente. Se congelaron
aproximadamente 1.2-2x10° células por 1 mL de medio de congelacion. Los
criotubos se congelaron en posicion vertical a -70°C por 24 h o fueron transferidos
a -196°C en nitrégeno liquido para conservarlas por tiempo indefinido.

Descongelacion de células.

Las células se descongelaron frotando el criotubo con la mano, se centrifugo a
800 RPM durante 5 minutos. Se elimind el sobrenadante por decantacion y el
paquete celular se resuspendid en 1 mL de medio DMEM. Esta suspension
celular en medio se colocd en una caja Petri de 60 mm y se incubé como se

indicd anteriormente.

Preparacion de disoluciones de compuestos.

Los farmacos D3CLP, imatinib y tamoxifeno se pesaron y se disolvieron en
DMSO. Solamente el cisplatino se utilizé en solucién salina (presentacion
farmacéutica). Se calculo la concentracion de cada disolucion y se realizaron
diluciones en los casos necesarios, las cuales se conservaron protegidas de la luz

y a 4°C, a excepciodn del cisplatino que se conservé a temperatura ambiente.
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Andlisis de citotoxicidad en tratamientos con un solo farmaco.

La viabilidad celular se puede determinar empleando sales de tetrazolio, como el
MTT. Estas sales amarillas, son reducidas por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa produciendo formazan, que en medio acuoso es insoluble y por lo
tanto forma cristales. La reducciéon ocurre solamente en células vivas, lo que
permite evaluar la viabilidad al compararlo con el control respectivo (Carmichael et
al., 1988; Kumi-Diaka et al., 1998; Lawrence et al., 2001).

Para determinar la citotoxicidad de los antineoplasicos in vitro se cultivaron las
lineas celulares K-562, MCF-7 y HeLa en medio DMEM (en presencia de CO; al
5% y una humedad relativa del 98%). Las células se contaron en una camara de
Neubauer, se colocaron en placas de 96 pozos por sextuplicado 5X10° células por
pozo, en un volumen de 200 uL de la respectiva suspensiéon celular. Se trataron
cultivos de las lineas celulares antes mencionadas con diferentes concentraciones
de D3CLP, imatinib, tamoxifeno y cisplatino, respectivamente y con el vehiculo
(DMSO o PBS). Las células se incubaron con los tratamientos durante 48 h en
condiciones Optimas para el cultivo celular. Posteriormente se determind
colorimétricamente la viabilidad celular mediante el ensayo del MTT, para lo cual
se les adicionaron 20 uL de solucion de MTT a cada pozo y se incubd
nuevamente a 37°C durante al menos 2 h. Finalmente, se retird el sobrenadante y
se adicionaron 100 ul de DMSO a cada pozo para disolver los cristales de
formazan con ayuda de una micropipeta. Se determiné la absorbancia a 540 nm
para cada tratamiento.

El porcentaje de viabilidad se calculd en relacion a las células sin tratamiento y de
acuerdo a la formula % Viabilidad = 100%(Ar/ A ¢c), donde: Ar es la absorbancia de
las células tratadas con el correspondiente farmaco, Ac es la absorbancia de las

células sin tratamiento

Posteriormente se determind para cada farmaco la concentracion que produce

una disminucion de la viabilidad celular al 50% (ICso) respecto al vehiculo,
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mediante un analisis de regresion no lineal a partir de los datos de viabilidad
celular relativos a cada dosis del farmaco respectivo, empleando el programa
OriginPro® 7.0. El valor final de ICsg es resultado del promedio de al menos tres

experimentos independientes.

En la determinacion de la actividad citotoxica en células MCF-7 se empled suero

sin hormonas tratado con carbdn activado-dextran y medio sin rojo fenol.

Determinacion de la actividad citotéxica de farmacos en combinaciones.

La actividad citotoxica de las combinaciones se realiz6 considerando las ICsp
respectivas, determinadas en el apartado anterior. Se propuso evaluar
combinaciones de los farmacos en 3 proporciones, tomando como base el valor
de ICsp para cada farmaco. Para la combinacién en una proporciéon 3:1, los
farmacos fueron dosificados como sigue: 0.75x%1Cspa mas 0.25%ICsgg, donde 1Cspa
es la ICsy del D3CLP e ICs05 es la IC5p para el otro farmaco antineoplasico en la
misma linea celular. Adicionalmente se consideraron dos dosis mayores y dos
dosis menores en proporcion geométrica, para poder determinar la actividad
citotoxica de la combinacion en cuestion (Tabla 2). Tratamientos similares fueron
considerados para las combinaciones en proporcién 1:1 (0.5xICspa mas 0.5%ICs0p)
y en proporcién 1:3 (0.25x1Cs0a mas 0.75x1Cs0g) (Tabla 3 y 4). En la evaluacién de
los tratamientos combinados, los farmacos fueron administrados a las respectivas
células uno inmediatamente después del otro y se incubaron durante 48 h en
condiciones estandar para el cultivo celular. Posteriormente, mediante el analisis
con MTT se calculd el porcentaje de células viables y se determiné el respectivo
valor de ICsy para la combinacion en cuestion. Los tratamientos se realizaron al

menos por triplicado para cada proporcion analizada y para cada linea celular.
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Tabla 2. Combinacion de D3CLP con cada farmaco de uso clinico en proporcion
3:1.

3 1C50 D3CLP + 11Cs0 “X” — 4 1Csg
1.5 1C50 D3CLP + 0.5 1Csp “X” — 2 1Cx
0.75 IC5o D3CLP +  0.251Cs “ X" — 1 1Cs
0.3751C5 D3CLP  +  0.1251Cs5 “X” — 0.5 1Cs
0.18751C50 D3CLP + 0.06251C50 “X” — 0.25 1Csg

X; tamoxifeno, imatinib o cisplatino.

Tabla 3. Combinacion de D3CLP con cada farmaco de uso clinico en proporcion
1:1.

2 1C50 D3CLP + 2 1Cs0 “X” — 4 1Csp
11Cso D3CLP + 11Cs0 “X” — 2 1Cs
0.5 1C50 D3CLP + 0.51C50 “X” — 1 1Cs
0.25 1C50 D3CLP + 0.25 1C50 “X” - 0.5 ICsg
0.1251C50 D3CLP  + 0.1251C5 “X” - 0.25 ICs

X; tamoxifeno, imatinib o cisplatino.

Tabla 4. Combinacion de D3CLP con cada farmaco de uso clinico en proporcion
1:3.

1 1Cs0 D3CLP + 3 1Cs0 “X” — 4 1Csg
0.5 1Cso D3CLP + 1.5 1Cs0 “X” — 2 1Cx
0.25 IC5o D3CLP +  0.751Cs “ X" — 1 1Cs
0.1251C5 D3CLP  + 0.3751C5 “X” — 0.51Cs
0.0625 IC5o D3CLP  + 0.18751C5 X" — 0.25 1Csg

X; tamoxifeno, imatinib o cisplatino.

Evaluacion del indice de combinacion al efecto medio.
El efecto de las combinaciones fue estudiado por el método de indice de

combinacion al efecto medio, o sea, a una concentracion tedrica que produce una
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inhibicion del 50% de la proliferacion celular. El indice de combinacion fue
determinado como Clx= (D)/(Dx1) + (D2)/(Dx2) + a(D1)(D2)/(Dx1)(Dx2), donde ClIx es
el indice de combinacion (Cl) para una viabilidad del 50% (50% de efecto), Dyt y
Dy representan las dosis de los farmacos 1 y 2 necesarios para producir un 50%
de efecto en tratamientos independientes, D4 y D, representan las dosis de los
tratamientos con los farmacos 1 y 2 en combinacion que producen tambien 50%,
respectivamente para cada combinacion analizada en la respectiva linea celular.
Para farmacos que actuan mediante mecanismos de accién similares a=1, y para
farmacos con diferentes mecanismos de accion a=0. En la determiancion del
indice de combinacién, se consider6 que el par de farmacos analizados en
combinacion tienen diferentes mecanismos para inducir la muerte celuar (a=0). Si
el valor de Cl es cercano a 1, la interaccién entre los farmacos es aditiva; valores
menores a 1 indican una interaccion de tipo sinérgica; y valores mayores a 1

corresponden a una interaccion antagoénica (Chou y Talalay, 1984).

Analisis isobolografico.

Adicionalmente se realiz6 un analisis isobolografico de la combinacion de D3CLP
con los farmacos de uso clinico. Se construyeron isobologramas, en el cual se
graficaron dosis equipotentes de D3CLP y del otro farmaco antineoplasico fueron
graficadas. La linea que conecta esos puntos corresponde a la linea de aditividad
y representa el valor de la ICsy tedrica para cada par de posibles combinaciones
de esos farmacos. Posteriormente se representd el valor experimental de ICs
para la combinacién en cuestion, obtenido de la curva dosis-respuesta. El lugar en
la grafica donde se ubica el valor experimental determina el tipo de interaccion,
para una combinacion dada. Si el valor experimental se ubica por debajo de la
linea de aditividad y es estadisticamente diferente de un efecto aditivo, entonces
el efecto observado para la combinacion es sinérgico. Si el valor experimental se
ubica en la linea de aditividad, entonces se observa un efecto aditivo. Por otro
lado, si el efecto experimental se ubica por arriba de la linea de aditividad y es
estadisticamente diferente de un efecto aditivo, entonces el efecto observado es
antagonico (Tallarida, 2001; Tallarida, 2006).
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Este analisis se realizdé para cada par de farmacos combinados y evaluados en
las respectivas lineas celulares. Para cada combinacion se graficaron los valores
de ICs tedricas y experimentales, incluyendo valores de error estandar para cada

dato empleando el programa Sigmaplot® 11.

Determinacion de fragmentacion de ADN mediante el ensayo de TUNEL.

Para explorar el posible mecanismo de muerte celular inducido por el tratamiento
citotoxico mas activo se implementd el ensayo de TUNEL (del inglés, TdT-
mediated dUTP nick end labeling), el cual marca los extremos 3'OH del ADN in
situ, por medio de una enzima transferasa de nucleotidos terminal (TdT). En
procesos de muerte celular se produce fragmentacion de ADN, generando
extremos 3'OH susceptibles de ser marcados, por ejemplo con nucleotidos
marcados con fluoresceina. Ademas de marcar ADN fragmentado, el ensayo de
TUNEL nos permite observar otras caracteristicas sugerentes de muerte por
apoptosis, como condensacién de la cromatina, fragmentacion del nucleo y la

presencia de cuerpos apoptéticos (Gavrieli et al., 1992; Kaufmann et al., 2000).

Para analizar la fragmentacion de ADN mediante el ensayo de TUNEL, se
sembraron 5x10° células Hela en cajas Petri de 6 cm de diametro 24 h antes de
iniciar los diferentes tratamientos, las cuales contenian cubreobjetos redondos de
9 mm de diametro (laminillas). Se trataron las células con D3CLP (8.5 uM),
cisplatino (15.6 uM), la combinacion de D3CLP mas cisplatino en una proporcion
3:1 con base a sus respectivas ICsy (6.6 uM de D3CLP mas 3.9 uM de cisplatino),
como control negativo se emplearon células HelLa tratadas con el vehiculo
(DMSQO). Cada uno de los tratamientos anteriores se incubd en condiciones
estandar para el cultivo celular durante 12, 24, 36 y 48 h, respectivamente.

Terminado el tiempo de incubaciéon indicado anteriormente, se recolectd una
laminilla con células tratadas con el respectivo farmaco. Las células adheridas a
cada laminilla se trataron con cuidado para no desprenderlas. Cada caja fue
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lavada con PBS frio y se fij6 con paraformaldehido al 4% durante 45 minutos.
Posteriormente, se realizaron nuevamente dos lavados con PBS. Las laminillas en
las cajas Petri se conservaron en 5 mL de PBS a 4°C hasta su procesamiento

posterior.

Cuando se habian colectado todas las laminillas de cada uno de los tratamientos
se procesaron las muestras para la técnica de TUNEL empleando “In situ cell
death detection kit, fluoroscein®”, Roche (Cat. No.11 648 795 910) y siguiendo las
indicaciones para su uso. Para lo cual se tomé una laminilla de cada tratamiento y
se colocd en una placa de 12 pozos. Las placas con las laminillas se colocaron
sobre hielo antes de permeabilizar las células con 0.1% de triton X-100 en citrato
de sodio 0.1% durante dos minutos. Las laminillas se lavaron nuevamente con
PBS. A las demas muestras con los tratamientos se les adicion6 30 uL de la
mezcla de reaccion de TUNEL y se incubaron 60 minutos a 37°C en una
atmosfera humeda y en oscuridad. Se realizaron lavados con PBS. Las laminillas
secas se montaron en portaobjetos con DAKO Fluorescent Mounting Medium®.
Para su analisis por microscopia de fluorescencia. Se empleo una longitud de
onda de excitacién de 488 nm y se detecto la fluorescencia a 520 nm (longitud de

emisién, verde).

Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos se presentan como el promedio * error estandar, de al
menos tres experimentos. Los datos del analisis isobolografico se analizaron para

su significancia estadistica con la prueba “t” de student.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Evaluacion de la citotoxicidad de farmacos solos en lineas celulares

Una de las primeras evaluaciones biolégicas que se les debe hacer a los
compuestos para determinar si pueden llegar a representar nuevos farmacos
antitumorales es caracterizar su citotoxicidad in vitro en diversas lineas celulares.
Adicionalmente para poder determinar si el efecto combinado de dos farmacos es
de tipo sinérgico, aditivo o antagénico, es necesario conocer el efecto individual
de cada uno de los farmacos en estudio. Para esto, lineas celulares de leucemia
K-562, cancer de mama MCF-7 y de cancer cérvico-uterino Hela,
correspondientes a los tipos de cancer de alta incidencia en México fueron
tratadas con D3CLP y los antineoplasicos de uso clinico. La viabilidad celular a 48
h de exposicion a los tratamientos fue determinada mediante la técnica de MTT.
La Tabla 5 resume las concentraciones que producen una disminucion de la

viabilidad celular al 50% (ICsp) para los farmacos considerados.

Tabla 5. Citotoxicidad de los farmacos en lineas celulares.

Farmaco Linea celular ®ICs0 (M)
K-562 8.55+1.29
D3CLP MCF-7 11.224+1.45
HelLa 8.81£1.17
imatinib K-562 2.3710.12
tamoxifeno MCF-7 22.71+1.59
cisplatino HelLa 15.62+0.48

@ Promedios de ICsg+error estandar correspondientes a al menos 4 experimentos independientes.

A partir de los valores de ICsg se observé que las lineas celulares mas sensibles al
tratamiento con D3CLP son las de leucemia y cancer cérvico-uterino, mientras
que la menos sensible fue la linea de cancer de mama. Dichos valores son muy
cercanos los valores de ICsg previamente determinados para otras lineas celulares
(Loza-Mejia et al., 2009; Gonzalez-Sanchez et al., 2011). Por otro lado, el valor de

IC50 para células Hela tratadas con cisplatino a 48 h presentd un valor
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ligeramente menor comparado con el previamente reportado por Marzano y
colaboradores en 2004, que es de 18.64 uM (Marzano et al., 2004). La unica
diferencia es que este ultimo valor fue determinado a 24 h de exposicion y al
incrementar el tiempo de exposicidn se espera que el valor de ICsy disminuya
como se observa en la Tabla 5. Adicionalmente, lo anterior puede deberse a
diferencias entre la fuente del compuesto empleado, asi como el uso de diferentes
clonas de la misma linea celular empleada. Por esto se consideré determinar los
valores de las respectivas ICsy para cada farmaco antitumoral en la respectiva
linea celular, tomando s6lo como referencia los datos publicados, segun sea el

caso.

7.2 Estudio de la actividad citotoxica en lineas celulares de la combinacion
de D3CLP con antineoplasicos de uso clinico en tres proporciones

La evaluacion del efecto combinado de farmacos antitumorales ha sido
ampliamente determinada por el indice de combinacion al efecto medio y por
analisis isobolografico (Janss et al., 1998; Garcia-Lopez et al., 2004; Kim et al.,
2004; Tonra et al., 2006; Yunos et al., 2011; de Brito Galvao et al., 2012; Rathos et
al., 2012). Para determinar el efecto combinado de D3CLP con los farmacos de
uso clinico, se trataron las lineas celulares indicadas, con la combinaciéon de
D3CLP mas los farmacos respectivos, en proporciones 3:1, 1:1 y 1:3 tomando
como base sus valores de ICso en tratamientos unicos. Se determiné nuevamente
la viabilidad celular después de 48 h de exposicion a los farmacos. Los valores de

IC50 obtenidos para cada combinacion se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Actividad citotoxica para la combinacion de D3CLP con los

antineoplasicos de uso clinico.

Tratamiento ICs0 (MM)

Células D3CLP més 31 1:1 1:3
K-562 imatinib 4.24+0.47 3.59+0.36 3.3410.43
MCF-7 tamoxifeno 17.74£3.1 19.06+3.4 20.58+2.94
HelLa cisplatino 6.451£0.86 9.05+1.36 14. 91+3.27

Los valores de ICs + error estandar corresponden a tres experimentos independientes.

Tanto de los datos de ICs para los tratamientos con un solo farmaco, como de los
valores de ICsg para las combinaciones es complicado saber si las combinaciones
evaluadas producen un efecto sinérgico, aditivo o antagdnico, por lo que se
realizaron dos tipos de analisis para determinar el tipo de efecto que producian las

combinaciones evaluadas.

7.3 Andlisis del efecto combinado de farmacos mediante el ClI

A partir de los datos de viabilidad correspondientes para cada dosis de los
tratamientos con un solo farmaco y para pares de farmacos en combinacién, se
determiné el efecto de las combinaciones de D3CLP con los antineoplasicos de
uso clinico por el método de indice de combinacién para el efecto medio (Chou y
Talalay, 1983). Esto es, se calculo el indice de combinacién a una concentracion
tedrica que produce una inhibicién del 50% de la proliferacién. El valor de CI
puede ser menor a 1, cercano a 1 o mayor a 1, lo que indica un efecto sinérgico,

aditivo o antagonico, respectivamente.

Los resultados se muestran en la Tabla 7, donde se observa que la combinacion
de D3CLP mas imatinib en una proporcion de 3:1 y 1:1 en células K-562 presento
un efecto sinérgico. La misma combinacion de farmacos en una proporcion de 1:3

presenté un efecto antagodnico, en esa linea celular de leucemia.
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Tabla 7. indice de combinacién al efecto medio (Cl) para las combinaciones de
D3CLP mas farmacos de uso clinico en lineas celulares.

Tratamiento Cl
Células D3CLP més 31 1:1 1:3
K-562 imatinib 0.69 0.86 1.20
MCF-7 tamoxifeno 1.20 1.26 1.22
HelLa cisplatino 0.85 1.04 1.06

Cl<1, CI=1 y CI>1; representan un efecto sinérgico, aditivo o antagodnico,

respectivamente. Ver Materiales y Métodos.

Solo en el caso de las células MCF-7 tratadas con D3CLP mas tamoxifeno se
observo un efecto antagonico en todas las proporciones analizadas. Por otro lado,
un efecto sinérgico también se observé para el tratamiento de células HelLa con
D3CLP mas cisplatino en una proporcion 3:1, para las otras proporciones de esta

misma combinacion en células HelLa se observo un efecto aditivo (Tabla 7).

Al analizar el efecto combinado de farmacos mediante el Cl se han observado
diversos tipos de efectos que van desde efectos sinérgicos hasta antagdnicos,
para un mismo par de farmacos combinados en diferentes proporciones. Al
evaluar la combinacién de cisplatino mas ICI182,780 en células de cancer
cérvico-uterino SiHa se presentd un efecto sinérgico en un amplio rango de
proporciones de cisplatino e ICI182,780 (Garcia-Lépez et al., 2004). Jurado y
colaboradores en 2009 evaluaron el efecto a diferentes concentraciones de
cisplatino manteniendo fija la concentracion de mifepristona a 10 yM en células
HelLa. Un efecto antagonico se observo cuando cisplatino se encontraba en una
concentracion de 0.1-3.3 uyM y un efecto sinérgico cuando el cisplatino se
encontraba en una concentracién de 10-100 uM (Jurado et al., 2009). Por lo cual
no es de extrafar que en el presente estudio se hayan encontrado efectos
sinérgicos y antagodnicos para la combinacion de D3CLP con imatinib en células
K-562. Esta situacion también se presenté para la combinacion de D3CLP con

cisplatino en células Hela.
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7.4 Analisis isobolografico para la combinacion de D3CLP con los farmacos
de uso clinico

Adicionalmente se realiz6 el andlisis isobolografico para el efecto de las
combinaciones de D3CLP mas imatinib, tamoxifeno o cisplatino en las tres lineas
celulares K-562, MCF-7 y Hela, respectivamente. Se construyeron los
isobologramas para el efecto de D3CLP con los otros farmacos indicados
considerando los valores de ICsp para cada combinacién y proporcion de D3CLP
con los antineoplasicos de uso clinico (Tabla 6), graficando la contribucion al
efecto debido a cada farmaco en combinacién. También se incluyeron los valores
de ICsp para cada farmaco individual (Tabla 5) obtenidos en las respectivas lineas

celulares.

Como se describié con anterioridad, en la Figura 7 se muestra una representacion
esquematica de un isobolograma. Cuando el efecto de una combinacion se
encuentra por debajo de la linea de aditividad se presenta un efecto sinérgico
(punto P), cuando el efecto de una combinacidn se encuentra por encima de dicha
linea se presenta un efecto antagénico (punto R), si el efecto de la combinacién

esta cerca de la linea isoefectiva se presenta un efecto aditivo (punto Q).

Los resultados del analisis isobolografico en células K-562 tratadas con la
combinacion de D3CLP mas imatinib ubican al efecto de las combinaciones en
proporcion 3:1 y 1:1 por debajo de la linea de aditividad, sugiriendo un efecto
sinérgico del mismo modo que se observé mediante el indice de combinacion.
Para la combinaciéon de estos mismos farmacos en proporcion 1:3 el efecto
observado por el andlisis isobolografico es de tipo aditivo, mismo que también

correlaciona con el observado por el indice de combinacion (Figura 8).
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Figura 8. Isobolograma para la combinacion de D3CLP con imatinib en células K-562. El
tratamiento de ésta linea celular de leucemia con los farmacos en proporciéon 3:1 y 1:1

presentaron sinergismo.

Por otro lado, el analisis isobolografico del tratamiento de células de cancer de
mama MCF-7 con D3CLP mas tamoxifeno ubican al efecto de dicha combinacion
por arriba de la linea de aditividad para los farmacos en las proporciones 3:1 y
1:1, sugiriendo un efecto antagdnico. Mientras que para la combinacion en
proporcion 1:3, el efecto se ubica muy cerca de la linea de aditividad indicando un
efecto aditivo (Figura 9). Adicionalmente, estos resultados correlacionan con los

encontrados mediante el indice de combinacion.
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Figura 9. Isobolograma para la combinacién de D3CLP con tamoxifeno en células MCF-7.

El tratamiento de ésta linea celular de cancer de mama con los farmacos sugieren un

efecto aditivo.

En cuanto al analisis isobolografico para la combinacion de D3CLP mas cisplatino
en células Hela, los resultados ubican al efecto de esta combinacién por debajo
de la linea de aditividad para la mezcla de dichos farmacos en las proporciones
3:1 y 1:1, mientras que para la proporcion 1:3 el efecto se ubico por arriba de la
linea de aditividad y muy cercana a ésta (Figura 10). Interesantemente, el efecto
sinérgico ejercido la combinacion de D3CLP mas cisplatino en una proporcién 3:1

resulté ser estadisticamente significativo.
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Figura 10. Isobolograma para la combinaciéon de D3CLP con cisplatino en células Hela.
El tratamiento de ésta linea celular de cancer cérvico-uterino con los farmacos en

proporcion 3:1y 1:1 presentaron sinergismo. ** p<0.05.

Del mismo modo que se han observado diversos tipos de efectos al combinar dos
farmacos mediante el Cl, empleando el andlisis isobolografico también se ha
documentado este fenémeno. Por ejemplo, Sunami y colaboradores en 1999
evaluaron el efecto combinado del inhibidor de topoisomerasa | y Il TAS-103 con
diversos antineoplasicos como cisplatino, vindesina, doxorubicina y 5-fluorouracilo
en células de cancer de pulmon SBC-3. Los resultados muestran que la
combinaciéon de TAS-103 con cisplatino tiene un efecto sinérgico, mientras que la
combinacion de TAS-103 con los otros farmacos tienen un efecto aditivo o
cercano al antagénico (Sunami et al., 1999).

Los resultados de indice de combinacion y de andlisis isobolografico
correlacionan para casi todas combinaciones a las proporciones evaluadas,

excepto para las células K-562 tratadas con D3CLP mas imatinib en proporcion
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1:3 y en células MCF-7 tratadas con D3CLP mas tamoxifeno en la misma
proporcion, en las que por indice de combinacion se presenta un efecto
antagonico y mediante isobolograma presentaron efecto aditivo. A partir de los
datos presentados podemos decir que ambos métodos nos proporcionan
resultados similares y que ambos métodos son adecuados para la evaluacién del
efecto al combinar pares de farmacos.

De la Figura 8 y 10, se sugiere que hay un mayor sinergismo cuando aumenta la
proporcion de D3CLP, respecto a imatinib o cisplatino en la combinacién. Los
resultados de las combinaciones de farmacos indican que el tipo de efecto
experimental depende de diversos factores, como: la naturaleza de cada farmaco,
la proporcion usada de cada uno de ellos o el tipo de linea celular empleada en el
analisis. Asi también se ha documentado que el tipo de efecto experimental al
combinar farmacos depende de si los farmacos se administran de modo

simultaneo o secuencial (Giannakakou et al., 1998).

Adicionalmente, la evaluacion del efecto en combinaciones de farmacos in vitro es
de gran importancia, no obstante se presente un efecto sinérgico, aditivo o
antagonico. En caso de que D3CLP presentara una baja toxicidad en ensayos
preclinicos, un efecto sinérgico como el presentado por la combinacion de D3CLP
mas cisplatino en una proporcién 3:1 en células Hela, podria representar un
beneficio al disminuir las dosis que deben administrarse de cisplatino en pacientes
con cancer, con la consecuente disminucion de ototoxicidad, neuropatia periférica,
nefrotoxicidad y mielosupresion debidas al tratamiento con cisplatino. La
combinaciéon de D3CLP con imatinib podria disminuir enormemente el costo del
tratamiento de la leucemia mieloide crénica, ya que como se observa en los
resultados el efecto citotoxico se puede potenciar cuando aumenta la proporcion
de D3CLP en la combinacién. Por otro lado, el documentar un efecto antagonico,
como el observado para la combinacién de D3CLP con tamoxifeno en células

MCF-7 es relevante, ya que dicha combinacion no podria representar ningun
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beneficio y no deberia administrarse esa combinacion para el tratamiento del

cancer de mama positivo al receptor a estrogenos.

7.5 Determinacion de la fragmentacion de ADN en células Hela tratadas con
D3CLP, cisplatino y su combinacién en proporcién 3:1

Se ha demostrado que en el tratamiento de células K-562 con D3CLP produce
muerte celular con fragmentacion de ADN sugerente de apoptosis (Gonzalez-
Sanchez et al., 2011). Para evaluar si D3CLP y su combinacion con cisplatino en
proporcion 3:1 induce un proceso de muerte similar en células HelLa se evalud la
fragmentacidén de ADN, para lo cual se trataron las células anteriores con D3CLP,
cisplatino, su combinacién y vehiculo (como control negativo) a diversos tiempos.
Los resultados representativos de tres experimentos se muestran en la Figura 11.
El tratamiento con el vehiculo no induce fragmentacién del ADN celular a ninguno
de los tiempos evaluados. El tratamiento de células HeLa con D3CLP induce
fragmentacién del ADN evidente por el marcaje positivo al ensayo de TUNEL
desde las 24 h de tratamiento, dicho tratamiento presenté tanto condensacion de
cromatina (flechas blancas) como fragmentacién del nucleo celular (puntas de
flecha).

Es ampliamente aceptado que el cisplatino ejerce su accion citotéxica mediante la
formacion de enlaces covalentes (aductos) con el ADN. El atomo de platino de
éste farmaco se puede coordinar con el nitrogeno 7 de la guanina, lo que interfiere
con las enzimas que procesan al ADN (Holland, 2000). Adicionalmente, el atomo
de platino se puede coordinar con compuestos que contengan atomos de
nitrégeno, el platino presenta una mayor afinidad por compuestos con atomos que
contengan azufre presentes en las proteinas, particularmente presenta mayor
afinidad por grupos tiol (Petrovic et al.,, 2007). Para el caso del tratamiento de
células HelLa con cisplatino se observé un patron de fragmentacién de ADN
similar al inducido por D3CLP, estos resultados estan de acuerdo con reportes
previos en los que se ha demostrado que cisplatino induce muerte celular de tipo
apoptdtico, asi como la presencia de células positivas al marcaje de TUNEL
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(Horky et al., 2001; Liu et al., 2008). El tratamiento de células HeLa con D3CLP
mas cisplatino en una proporcion 3:1 presentd células positivas al marcaje de
TUNEL, del mismo modo que D3CLP solo.

vehiculo cisplatino D3CLP mas cisplatino

Figura 11. Determinacién de la fragmentacion de ADN en células HelLa tratadas con
D3CLP, cisplatino y su combinacion en proporcion 3:1, mediante TUNEL a diferentes
tiempos. El tratamiento con los farmacos produjo caracteristicas sugerentes de apoptosis,
como cromatina condesada (flechas) y fragmentacién del nucleo (cabezas de flecha).

Escala = 100 pm.

Estos resultados sugieren que D3CLP y su combinaciéon con cisplatino inducen
apoptosis, ya que al tratar células HelLa con dichos farmacos en combinacion el

mecanismo de muerte es similar a los tratamientos con un solo farmaco (Figura
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11). Adicionalmente, estos resultados son congruentes con lo observado en
células K-562 tratadas con D3CLP a los mismos tiempos (Gonzalez-Sanchez et
al., 2011).

Aunque D3CLP probablemente induce muerte por apoptosis, al igual que
cisplatino en células Hela, la induccion de células positivas al marcaje por TUNEL
por este derivado de tiazolo[5,4-b]lquinolina fue desde las 12 h, mientras que
cisplatino induce células positivas al TUNEL a partir de las 36 h lo cual sugiere
que el mecanismo por el cual D3CLP induce muerte celular es diferente del
inducido por cisplatino. Estos resultados apoyan el uso de la ecuacion 2 del indice
de combinacion, donde se considera que los dos farmacos tienen mecanismos de

accion citotoxica diferentes.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados presentan un efecto sinérgico mediante indice de combinacion y
analisis isobolografico cuando se combina D3CLP con otros agentes
antineoplasicos, como se observé en células Hela tratadas con la combinacion
de D3CLP mas cisplatino y dicho sinergismo es mayor cuando la proporcién de

D3CLP aumenta en la combinacion.

El tratamiento de células HeLa con D3CLP s6lo o en combinacién con cisplatino
probablemente inducen muerte celular de tipo apoptético. Lo cual confirma y

extiende resultados previos.

Los resultados en general, demuestran que D3CLP sdlo o en combinacion, es un
buen candidato para el uso en ensayos preclinicos y podria ser un tratamiento

eficaz contra diversos tipos de cancer, incluyendo el cancer cérvico-uterino.

9. PERSPECTIVAS

e Evaluar la toxicidad aguda y cronica de D3CLP en modelos animales.

e Caracterizar la toxicidad de D3CLP en diversos érganos después de su
administracion en ratones.

e Estudiar la efectividad antitumoral de D3CLP solo y en combinacion en

modelos de xenotransplantes.
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11. ANEXO

El presente proyecto doctoral dio origen a la siguiente publicacion.

Gonzalez-Sanchez |., Lira-Rocha A., Navarrete A., Loza-Mejia M.A., Coronel-Cruz
C., Mendoza-Rodriguez C.A., Cerbon M.A., (2012). Synergistic Anticancer Activity
of Thiazolo[5,4-b]quinoline Derivative D3CLP in Combination with Cisplatin in
Human Cervical Cancer Cells. Anticancer Res 32(12): 5159-5165.
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Abstract. Background: D3CLP (9-[(3-chloro)phenylamine]-
2-[3-(diethylamine)propylamine Jthiazolo[5 ,4-b Jquinoline) is
a potent cytotoxic thiazolo[5,4-b]quinoline synthetic
derivative that induces apoptosis of leukemia cells, while it
displays low toxicity towards non-tumoral cells. The aim of
this study was to determine if D3CLP can enhance the
cytotoxicity of other antineoplastic drugs. Materials and
Methods: Leukemia, breast and cervical cancer cell lines
were exposed to D3CLP-alone or in combination with
imatinib, tamoxifen or cisplatin, respectively. Cell viability
after treatment was evaluated by the MTT assay, and cell
death by the TUNEL assay. The effects of combined
treatments were analyzed by combination index and
isobolographic analysis. Results: Antiproliferative activity
results indicate that D3CLP in combination with
antineoplastic drugs induced a synergistic effect, at 3:1 and
1:1 ratios for D3CLP plus imatinib in K-562 leukemia cells,
and at a 3:1 ratio for D3CLP with cisplatin in HeLa cells, as
determined by their combination index. Furthermore,
isobolographic analysis demonstrated a significant synergism
for a 3:1 combination ratio of D3CLP with cisplatin in HeLa
cells. In addition, TUNEL assay suggests cell death by
apoptosis of HeLa cells after treatment with D3CLP and its
combination with cisplatin at a 3:1 ratio. Conclusion: Overall
the results indicate that D3CLP, in combined preparation
with antineoplastic drugs, is a good candidate for pre-clinical
studies in the treatment of different carcinoma cell types.
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Cancer is a major cause of human death worldwide. In 2008,
it caused 7.6 million deaths, which represent around 13% of
total deaths globally (1). Out of these deaths, 70% occurred
in countries with low or middle income. Thus, an increase in
the incidence of different types of cancer, such as breast
cancer, leukemia, and the high frequency of cervical cancer
constitute a growing public health problem.

These types of cancers, are often detected in advanced
stages, with a low survival rate in Latin America (2). One of
the treatments for advanced cancer stages is chemotherapy.
Therefore, the evaluation of new antineoplastic drugs is of
great importance in cancer chemotherapy. Anticancer drugs
are diverse, and are obtained from both synthetic and natural
sources.

It has been demonstrated in several cancer cell lines, that
thiazolo[5 4-b]quinolines derivatives are cytotoxic compounds.
They are structurally related to m-amsacrine (m-Amsa) (3),
which is a DNA intercalator and inhibitor of human
topoisomerase Il in vitro (4-6). 9-[(3-chloro)phenylamine]-2-
[3-(diethylamine) propylamine] thiazolo[5.,4-b]quinoline
(D3CLP) is a thiazolo[5,4-b]quinoline synthetic derivative
(Figure 1), which possesses high cytotoxic activity towards
several human tumor cell lines (5). Recently, it has been
shown that this compound induces significant cell death of
leukemia K-562 cells. Treatment of these cells with D3CLP
induces apoptosis by activation of effector caspases, without
cell-cycle alteration. In addition, D3CLP displays low toxicity
towards non-tumoral cells (7).

The use of chemotherapeutic drugs is dose-limiting due to
its overall cytotoxicity. The toxicity produced by these drugs
towards different organs has led to use it in combination, to
achieve  better therapeutic  outcomes. Combined
chemotherapy uses two or more drugs with proven effects
against a tumor type (8). Combined treatments with
chemotherapeutic drugs may be synergistic, additive or
antagonist. If some drugs have a synergistic effect, this
provides treatment cost reductions, as well as fewer side
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Figure 1. Chemical structures of cytotoxic compounds used in this study: D3CLP (A), imatinib (B), tamoxifen (C), and cisplatin (D).

effects. There are two methods widely used to analyze
combined effects of drugs: the combination index (CI) (9),
and the isobolographic analysis (10). The aim of this work
was to evaluate if D3CLP has in vitro synergistic effects
when combined with antineoplastic drugs currently in
clinical use, such as imatinib, tamoxifen and cisplatin (Figure
1). Initially, we evaluated the effects on cell viability of
single-agents, and then, the antiproliferative combined effect
of D3CLP with the antineoplastic drugs were analyzed by
the CI and isobolograms in three cell lines originating from
neoplasms, which present high incidence in Mexico:
leukemia, breast and cervical cancer.

Materials and Methods

Drugs. Antitumor drugs used were: Cisplatin (Lemery Laboratories,
México, D.F., México), tamoxifen (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), imatinib mesylate (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA). D3CLP was prepared by Dr. Alfonso Lira-Rocha. Its
structure, chemical synthesis and characterization have been
previously reported (5). Cisplatin was used in isotonic solution, and
all other compounds were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO;
J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA).

Cell culture. Different human cancer cells lines, leukemia (K-562),
breast (MCF-7) and cervix (HelLa) were obtained from the
American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). HeLa
and K-562 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
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medium (DMEM) supplemented with 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin G, 100 U/ml streptomycin
sulfate and 0.25 pg/ml amphotericin B (Invitrogen Carlsbad, CA,
USA). Previously to drug exposure, only MCF-7 cells were
suspended and plated in DMEM without phenol red, containing
10% charcoal-stripped FBS. The cultures were performed under
standard conditions, as previously described (7).

Cytotoxicity analysis. Cell viability after treatments was assessed by
a modified MTT assay (11, 12), in three independent experiments.
K-562, MCF-7 and HeLa cells were seeded at 7x103 cells/well
containing 200 pl of the corresponding medium in 96-well plates.
After 24 h, the cells were treated with different concentrations of
D3CLP, imatinib, tamoxifen, cisplatin or the vehicle, respectively,
which were added to each well in a volume of 50 pl, to give a total
volume of 250 pl of the indicated final concentration. Then 48 h
later, 20 pl of 2.5 mg/ml of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma, St. Louis, MO, USA )
in PBS (pH 7.4) was added for cell viability quantification. After 2
h at 37°C, the supernatants were removed and 0.2 ml of DMSO was
added to each well, followed by gentle shaking. Absorbance was
measured at 540 nm using an Epoch Microplate Spectrophotometer
(BioTek, Winooski, VT, USA). The amount of formazan detected is
proportional to the number of living cells, and the corrected cell
viability was determined using non-linear regression with
OriginPRO® 7.0 software package (OriginLab, Northampton, MA,
USA), as reported elsewhere (7). The drug concentrations that
induced a cell viability of 50% (ICsy), as compared with the
vehicle-treated cells, were the result of three independent
experiments with six replicates each.
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Table 1. Cytotoxicity in independent drug treatments. Data represent the
mean of three independent experiments+SEM.

Table II. Combination index values for the combination of D3CLP with
antineoplastic drugs of current clinical use at differents ratios.

Drug Cell line IC5 (M) Cancer cell lines  D3CLP combination 3:1 1:1 1:3
D3CLP K-562 8.55+1.29 K-562 Imatinib 0.69 0.86 1.20
MCF-7 11.22+1.45 MCF-7 Tamoxifen 1.20 1.26 1.22
HeLa 8.81+1.17 HeLa Cisplatin 0.85 1.04 1.06
Imatinib K-562 2.37+0.12
Tamoxifen MCEF-7 2271+ 1.59 If the combination index value is close to 1, the interaction is additive;
Cisplatin HeLa 15.62+0.48 values lower than 1 are an indication of synergistic interaction, and

Combined cytotoxicity assay. From the 1Cs, data for single-compound
treatments, we evaluated new doses to determine the combined effect
of D3CLP plus antineoplastic drugs currentl used. For the
combination at a 3:1 ratio, the drugs were used as follow: 0.75xIC5y
plus 0.25xIC5y5, where ICs 4 was the IC5, of D3CLP and IC5yg was
the ICs for the other antineoplastic drug for the same cell line. Two
additional higher doses and two lower doses in geometrical
proportions were added to cells. Treatments in a similar manner were
considered for the combinations at a 1:1 ratio (0.5xICs,, plus
0.5xIC5pp) and 1:3 (0.25xICs4 plus 0.75xIC5pp). In the combined
treatments, the drugs were administered one after the other and the
effect on the cell viability was evaluated by the MTT assay after 48 h,
and analyzed using both the CI (13), and isobolographic method (14,
15) to determine cytotoxic synergism, additivity or antagonism. The
ICsq value of the drug combination was the result of three
independent experiments with six replicates each.

The CI was determined as CIx=(D1/Dx1)+(D2/Dx2), where CIx
represents the CI value for 50% viability (50% effect), Dx1 and Dx2
represent the doses of agents 1 and 2 required to exert 50% effect
alone, and D1 and D2 represent the doses of agents 1 and 2 that
elicit the same 50% effect in combination with the other agent,
respectively. For the CI analysis, we considered that the two drugs
under evaluation had different mechanisms of inducing cell death. If
the CI value is close to 1, the interaction is additive; values lower
than 1 are an indication of synergistic interaction; and values higher
than 1 correspond to antagonistic interaction (16).

For the isobolographic method, we constructed isobolograms for
a given ICy level of effect, where equipotent doses of D3CLP and
the studied antineoplastic drug are plotted on the x- and y-axes,
respectively. The line that connects these doses corresponds to the
additivity line and represent the theoretical 1Cs, value for all
possible combinations of these drugs. The experimental data point,
obtained from the dose-response curve of the combination is
subsequently represented. The site in the graph where the
experimental data point is located determines the type of interaction.
If the experimental point falls under the additivity line, and is
statistically different from additivity, the effect of the combination is
synergistic. If the point falls on the additivity line, there is no
interaction between the drugs and the effects are simply additive. In
contrast, if the point that represents the ICs for the combination is
located above the additivity line, and is statistically different from
additivity, therefore antagonism is present (10, 17).

DNA fragmentation detection assay. Drug-induced DNA
fragmentation was evaluated by the TUNEL (In Situ Cell Death
Detection kit, Fluorescein®; Roche GmbH Mannheim, Germany)

values higher than 1 correspond to antagonistic interaction (see
Materials and Methods).

assay, according to the manufacturer’s instructions. Petri dishes
(60 mm) with glass coverslips were seeded with 5x105 HeLa cells
and were allowed to adhere and grow on glass coverslips, in
standard conditions for 24 h. The cells were then incubated with
IC5y of D3CLP (8.8 pM), or cisplatin (15.6 pM), or its
combination in a 3:1 ratio according to the ICs, value (6.6 uM
D3CLP plus 3.9 uM cisplatin) for 12, 24 and 48 h. After
incubation, the cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS
for 1 h, permeabilized with 0.1% Triton X-100 in 0.1% sodium
citrate and then rinsed twice with PBS. The DNA nick-labeling
reaction was performed at 37°C for 60 min using 50 ul of TUNEL
reaction mixture, which included 45 pl of labeled nucleotide mix
and 5 pl of enzyme solution, according to the manufacturer’s
instructions. After incubation, the samples were rinsed with PBS
three times and then placed on slides using DAKO Fluorescent
Mounting Medium (Dako, Carpinteria, CA, USA), and analyzed
by fluorescence microscopy.

Statistical analysis. Data are reported as the mean+standard error of
the mean (SEM) of three independent experiments, with six
replicates each. Statistically significant differences between two
treatments were analyzed with the Student’s r-test. A p<0.05 was
considered significant.

Results

Single-agent effects on cell viability. As a first step, before
assessing the combined effect of two drugs, it is necessary
to determine their own cytotoxicity. Cytotoxicity of imatinib,
tamoxifen and cisplatin were assessed in human leukemia,
breast and cervical cancer cells, respectively. The results
showed that the ICs, value for the D3CLP, in these cell lines
was approx. 10 uM (Table I). Treatment of these cell lines
with antineoplastic drugs currently in clinical use
demonstrated ICs( values from 2 to 22 pM (Table I). The
most sensitive cell line to the effect of D3CLP, was K-562
and the less sensitive one was MCF-7 (Table I).

Combined antiproliferative effect of D3CLP with chemo-
clinically used therapeutic drugs. The CI used in this study
was determined from the cytotoxicity data according to what
has been previously described (13), and the experiments
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Figure 2. Isobolograms. Schematic representation of one isobologram; O, P and Q represent synergism, additivity and antagonism, respectively (A),
Combined effect of D3CLP plus imatinib in K-562 cells (B), D3CLP plus tamoxifen in MCF-7 cells (C), and D3CLP plus cisplatin on HeLa cells
(D). Data represent the mean+SEM. **p<0.05 as compared with the theoretical additive value.

were performed in several cell lines with different origin.
Since D3CLP induces cell death in a diversity of cancer cell
types, the most sensitive cells were further assessed as a
model to determine the effect of combination treatment
(data not shown). The combination of D3CLP with imatinib
showed a synergistic antiproliferative effect for a 3:1 ratio,
moderate synergism for a 1:1 ratio, and moderate
antagonism for a 1:3 ratio, in K-562 cells (Table II).
Treatment of MCF-7 breast cancer cells, which express
estrogen receptors, with D3CLP plus tamoxifen induced an
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antagonistic antiproliferative effect at all proportions
evaluated. Finally, the antiproliferative effect of D3CLP
combined with cisplatin produced a synergistic effect at a
3:1 ratio and an additive effect for the 1:1 and 1:3 ratios, in
HeLa cells, by CI (Table II).

Isobolographic analysis of the combination of D3CLP plus
imatinib in K-562 cells showed an effect below the additive
line for all proportions evaluated (Figure 2B). However, since
there was no statistical difference between the experimental
and theoretical ICs for the combination of these drugs, this



Gonzdlez-Sanchez et al: Synergistic Activity of Chemotherapeutic Drugs

D3CLP

Cisplatin D3CLP plus cisplatin

12h

-2“'h
" -

36 h

48 h

Figure 3. Drug-induced DNA fragmentation. The treatment of HeLa cells with D3CLP, cisplatin or their combination in a 3:1 ratio produced TUNEL-
positive cells with chromatin condensation (arrows) and fragmented nuclei (arrowheads). Scale bar=100 um.

indicates that the observed effect for all of the tested
proportions was an additive one. In the same manner,
treatment of MCF-7 cells with D3CLP plus tamoxifen (Figure
2C) also demonstrated an additive effect. All the evaluated
proportions of D3CLP with tamoxifen led to an effect above
the additive line, but there was no statistical difference
between the experimental and theoretical ICs, for each
analyzed proportion to indicating an additive effect. In
contrast, treatment of HeLa cells with D3CLP plus cisplatin
at a 3:1 ratio, showed a significant effect below or in the
additive line, indicating a synergistic effect; the effect of the
other proportions were below the additive line, thus additive
effects were observed (Figure 2D).

DNA fragmentation after drug exposure of HeLa cells. To
explore the mechanism of cell death in HeLa cells after
treatment with D3CLP or its synergistic combination with
cisplatin, we assessed DNA fragmentation levels by the

TUNEL assay. D3CLP induced early DNA fragmentation in
HeLa cells as shown by a significant number of TUNEL-
positive cells at 12 h, which was even higher at 36 and 48 h
(Figure 3). In contrast, cisplatin treatment induced TUNEL-
positive HeLa cells, which were only evident 36 h after
treatment. Concerning the combination of D3CLP and
cisplatin at 3:1 ratio, positive cells were detected at 12 h, in
a similar manner as in the treatment with D3CLP-alone, in
the same cell line (Figure 3). In addition to the presence of
TUNEL-positive cells, nuclear fragmentation was also
observed, which has been widely associated with apoptotic
cell death.

Discussion
It has been well-established that anticancer drugs such as

imatinib, which is a specific inhibitor of the BCR/ABL fusion
tyrosine kinase (18-21), is an agent specifically active againts
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leukemia, and was used in the present study against K-562
leukemia cells. On the other hand, the antiestrogen tamoxifen
was used on MCF-7 mammary cancer cells, sensitive to
antiestrogen therapy (22-24); and finally, we used the inducer
of DNA intra-strand adducts, cisplatin which exerts important
wide antineoplastic activity (25, 26), towards HeLa cells (27).
In the present study, these drugs were used for combination
assays with D3CLP. The results demonstrate that selected
combinations exert substantive synergistic effects. Indeed, the
combination analysis of D3CLP and these antineoplastic
drugs indicate a synergistic effect, as demonstrated by CI for
D3CLP plus imatinib on K-562 leukemia cells at 3:1 and 1:1
proportions, and for D3CLP with cisplatin at 3:1 ratio. In
contrast, other tested combinations of D3CLP were from
additive to sub-additive (antagonistic) (Table II). To further
evaluate the anticancer drug activity of our combinations, we
used an isobolographic approach, and the results confirmed a
synergism for the combination of D3CLP plus imatinib at 3:1
ratio, which was in agreement with its CI for the same ratio.
In spite of this effect not being statistically significant, these
observations support the idea that these compounds may exert
enhanced anticancer activity when combined at other ratios.

On the other hand, the combination of D3CLP with
tamoxifen induced a sub-additive activity and, apparently, it
was ineffective in various combinations used in this study,
thus suggesting that the anti-hormonal activity of tamoxifen
and D3CLP combination, may not be of potential clinical
anticancer use.

Interestingly in our study, the treatment of HeLa cells with
D3CLP plus cisplatin at 3:1 ratio exhibited a super-additive
and statistically significant effect, indicating that this
combination was synergistic. In addition, as has been shown,
D3CLP is a compound that may induce cell death with an
IC5, at the range of concentrations used as a
chemotherapeutic agent, at micromolar doses (28).
Furthermore, it displays low toxicity towards control non-
tumoral cells (5, 7), thus indicating that this compound may
be a good candidate for different combination of anticancer
drug studies in animal models of cervical cancer.

Synergistic effects of D3CLP observed in this study are in
line with previous reports that indicate that synergistic and
additive effects may occur when imatinib (29-31), tamoxifen
(32-34), and cisplatin (13, 35-36), are administered in
combination with other drugs in different cell lines.

The results of the DNA fragmentation assays indicate that
treatment of HeLa cells with D3CLP induces morphological
and biochemical changes suggestive of apoptosis. After 12 h
of treatment, we observed the appearence of TUNEL-positive
cells and a marked increase of apoptotic cells at 36 h for the
combined treatment, compared with the cisplatin treatment-
alone. This result is in line with our previous report which
demonstrated that D3CLP was capable of inducing significant
apoptotic cell death in K-562 cells (7). Moreover, it has been
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demonstrated that treatment of HeLa cells with cisplatin
induced DNA fragmentation through active effector caspases,
and apoptosis (37, 38). The observation that D3CLP and
cisplatin differ in the time of cell death induction suggests a
different target by which D3CLP induces cell death, and further
validates the use of the equation for the mixture of mutually
exclusive drugs in the CI, described by Chou and Talalay (9),
as was the case for the combination of cisplatin and D3CLP.
Additionally, for the combination of D3CLP with cisplatin at
the 3:1 ratio, similar TUNEL staining and histomorphological
characteristics have been reported for D3CLP in K-562 cells
(7). Our data suggest that treatment of HeLa cells with D3CLP
can induce apoptotic death and its combination with cisplatin
enhances a similar type of cell death.

Conclusion

This study demonstrated the in vitro cytotoxic synergism of
D3CLP and cisplatin towards HeLa cells at a 3:1 ratio, based
on the ICs,, confirmed by both CI and isobolographic
analysis. The overall results indicate that D3CLP in
combined preparation is a good candidate for preclinical
studies and could be useful in the treatment of different
carcinomas, including cervical carcinoma.
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