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Este trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Farmacologia de la subdireccion de
Investigacion Béasica del Instituto Nacional de Cancerologia bajo la direccién de la
Dra. Patricia Garcia Lépez.

Se realiz6 una colaboracion con el Dr. José Ignacio Regla Contreras del Laboratorio
de Investigacién en Sintesis de Farmacos, de la Unidad Multidisciplinaria de
Investigacion Experimental de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza-UNAM,
donde se realizaron las sintesis de los compuestos evaluados en el presente
trabajo.
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Mahatma Gandhi
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Marie Curie

W1 A es el extto en la vida, entonces A= X+Y+2. Donde X es el
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. INTRODUCCION

El cancer cérvico uterino (CaCu) es un cancer ginecolégico importante en los paises
en desarrollo, aunque los programas de deteccidén se han implementado desde el
afio 1975; se presenta un incremento en la tasa de nuevos casos. Ademas, se ha
predicho que, en los proximos 10 afios, si no hubiera ninguna intervencion médica,
el 66% de toda la displasia progresaria a un carcinoma in situ. El virus del papiloma
humano (VPH) es un factor etiolégico conocido para el 99% de los casos de CaCu.?
Los virus del papiloma humano (VPH) son un grupo de mas de 200 virus
relacionados. Los tipos de VPH gque se transmiten sexualmente y que estan
relacionados con el desarrollo del cancer corresponden a dos categorias: bajo
riesgo, como son los tipos 6 y 11 que originan el 90% de las verrugas genitales, y
alto riesgo un ejemplo son los tipos 16 y 18, estos son responsables de la mayoria
de los canceres ocasionados por VPH.?

En la actualidad, el cancer de cérvix es considerado como una enfermedad
potencialmente curable en casos de deteccién temprana. Desafortunadamente la
mayoria de los casos son diagnosticados en estados metastasicos y estados
avanzados, implicando un mal prondstico. El tratamiento para el carcinoma cervical
es la combinacién de quimioterapia a base de cisplatino y radioterapia.?

El Cisplatino y sus derivados son farmacos importantes en la terapia de cancer
cervical. Sin embargo, la administracion de cisplatino, se ha asociado con efectos
secundarios graves, incluyendo nefrotoxicidad y eventos neurotoxicos. Por otra
parte, en etapas avanzadas, esta patologia adquiere resistencia a cisplatino, debido
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a varios factores como la disminucion de la acumulacion intratumoral del farmaco o
menor respuesta apoptoética. Por lo tanto, se buscan nuevos agentes 0 nuevos
regimenes de combinacién con cisplatino con el fin de aumentar la actividad
antitumoral y disminuir los efectos adversos.*

Debido a este problema de la quimioterapia convencional, en el presente trabajo se
evalué la citotoxicidad de nuevos compuestos sintetizados que incorporan el
sistema (1S,4S)-2,5diazabiciclo[2.2.1]heptano; una diamina quiral con equilibrio
conformacional restringido. Se ha reportado que con la introduccién de centros
estereogénicos en las moléculas, se puede modular la actividad biol6gica de
muchos farmacos, debido a que se incrementan las interacciones farmaco-receptor
mas estables, lo que traera como consecuencia un aumento en la eficacia
terapéutica y una disminucioén de la toxicidad.® Ademas, también es conocido que
las restricciones conformacionales de las moléculas pueden mejorar las
propiedades farmacoldgicas, puesto que al disminuir el nimero de conférmeros se
mejoran en términos de estabilidad, las interacciones con los receptores blancos y
también se mejoran las propiedades farmacocinéticas.®’ Estos nuevos compuestos

fueron evaluados en lineas celulares tumorales de cérvix HeLa, CaSki y SiHa
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. MARCO TEORICO

1. Cancer

Céncer, del latin Karikinos que significa cangrejo, es el término adoptado para definir
el desequilibrio de la divisién y crecimiento celular, caracterizado por la pérdida de
la homeostasis entre la proliferacion y muerte celular; dando lugar a una
multiplicacion acelerada y descontrolada de un grupo de células de una parte del
organismo, las cuales presentan interacciones complejas que intervienen en su
conducta y en su informacion genética, lo que modifica el correcto funcionamiento
de los mecanismos reguladores del ciclo, diferenciacién y muerte. Al proliferar estas
células sin control, se forma un tumor (figura 1) que acaba invadiendo y desplazando

a otros tejidos sanos del cuerpo.® ®

Cancer cells
growing through
normal tissue

Cancer Research UK

Figura 1. Reproduccion descontrolada de células neoplasicas, formando tumor.®

Existen caracteristicas fundamentales para definir a una célula tumoral, como lo son

el mantenimiento de sefiales proliferativas, inmortalidad, induccién de invasién y
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metéstasis, evasion de supresores de crecimiento, induccién de angiogénesis y

resistencia a la muerte entre otras.10

El cancer es una enfermedad degenerativa e invasiva, en algunos casos las células
del tumor primario migran hacia otros sitios dentro del sistema donde se estan
desarrollando; a este proceso se llama metastasis. En el proceso de desarrollo de
un tumor secundario por una via linfatica o sanguinea, la célula maligna que se
desprende del tumor primario y coloniza un érgano donde se ancla, no lo hace de
manera aleatoria, sino que depende de la naturaleza del tejido invadido. La
metéastasis se facilita si las células tumorales producen factores de crecimiento y de
angiogénesis, que es la induccion del crecimiento de vasos sanguineos que proveen

de nutrientes al tumor.1!

La mayoria de los canceres forman tumores, pero algunos, por el linaje celular de
su origen no lo hacen, por ejemplo, las leucemias. Todo esto se desarrolla por la
interaccion de factores ambientales, asi como inmunolégicos y genéticos
especificos de cada individuo, por lo que las anormalidades genéticas pueden variar
entre los distintos tipos de cancer.'? Los cambios genéticos que causan cancer
pueden heredarse de los padres, pueden suceder también en la vida de una
persona como resultado de errores que ocurren al dividirse las células o por el dafio
del ADN causado por algunas exposiciones del ambiente. Las exposiciones
ambientales que causan cancer son sustancias como los compuestos quimicos
presentes en el humo de tabaco, la radiacion, como los rayos UV del Sol y las
infecciones causadas por determinados virus, bacterias o parasitos. 13
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DAVILA ESTRELLA NELLY 8




1.1. Clasificacién
Hay mas de 100 tipos de cancer. Los tipos de cancer reciben, en general, el nombre
de los dérganos o tejidos en donde se forman, también pueden describirse segun el

tipo de célula que los forma.*?

s Carcinoma. Se forma en tejido epitelial, como la piel o epitelios que revisten

cavidades y érganos.

oS

» Sarcoma. Son canceres que se forman en el hueso y tejidos blandos, incluso
en musculos, tejido adiposo, vasos sanguineos, vasos linfaticos y en el tejido

fibroso.

X/
°e

Leucemia. Es el cancer de los tejidos formadores de la sangre en la médula
O0sea. Hay cuatro tipos comunes de la leucemia, los cuales se agrupan de
acuerdo a la rapidez con la que empeora la enfermedad (aguda o cronica) y
del tipo de glébulo en donde empieza el cancer (linfoblastica; linfocitos T o B.

Y mieloide; células plasméticas).

1.2. Incidencia.
El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, en 2015. Se le atribuyeron
8.8 millones de defunciones ocurridas en todo el mundo. Cabe destacar que el
cancer es una enfermedad cronico-degenerativa de mayor incidencia entre los
adultos, en comparacion con los nifios y jovenes, y es un padecimiento que no hace
distincion de razas, nivel socioecondémico o sexo, aunque se ha observado una
diferencia en los tipos de cancer que afectan a los hombres y mujeres. En 2015 la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) identificé a los tumores malignos de

pulmédn, préstata, colorrectal, estbmago e higado como los mas comunes entre
____________________________________________________________________________________________________|
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varones; mientras que en las mujeres son los de mama, colorrectal, pulmon, cuello

del Utero y estbmago.'*

En México en 2013, del total de defunciones de la poblacién de 20 afios y mas,
13.6% se debieron a algun tumor y de estas, 93.6% a tumores malignos. Por sexo,
del total de defunciones por cancer, 48.8% ocurren en varones y 51.2%, en
mujeres?®. Se prevé que el nimero de nuevos casos aumente en aproximadamente
un 70% en los préximos 20 afios, los casos anuales de cancer aumentaran de 14

millones en 2012 a 22 millones en las préximas dos décadas. 14

1.3. Cancer cérvico-uterino (CaCu)
El cancer cérvico-uterino es un tumor epitelial, que se propaga por extensién local
e infiltracion linfatica. La dispersién por la parte superior de la vagina, los
parametrios, la vejiga y el recto es la forma mas habitual de propagacion. Los casos
de cancer cérvico uterino primarios se originan a partir de los tejidos epiteliales que
recubren la mucosa cervical, del epitelio escamoso poliestratificado plano
(exocérvix) o del epitelio glandular (endocérvix). Puede verse una variedad de
subtipos histologicos, que varian en el grado de diferenciacién y caracteristicas

morfoldgicas.*® (Figura 2).

El tipo histolégico mas comun es el carcinoma epidermoide o de células escamosas
(91.5%), seguido del adenocarcinoma (3.7%) y del carcinoma adenoescamoso

(1.7%). 17

Cabe destacar que las células de cancer de cérvix empleadas para estudios in vitro

son nombradas como Hela, estas son de tipo adenocarcinoma (células
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glandulares), SiHa son carcinoma escamoso grado |l (células escamosas) y CaSki

estas son de un carcinoma epidermoide (células escamosas).

Endocervix -
Soft, columnar glandular cells

Ectocervix - Endocervical canal -
Hard, squamous cells Transition zone where glandular
cells transform into squamous cells

Figura 2. Tejido epitelial del cérvix.'8

1.3.1.Incidencia
El cancer cérvico-uterino es la séptima neoplasia mas frecuente en la poblacion
mundial y la cuarta mas frecuente entre las mujeres, con un estimado de 528 mil
nuevos casos diagnosticados anualmente, 85% de los cuales se registran en paises
en vias de desarrollo. Ocupa el noveno lugar por causa de muerte y es el séptimo

cancer en prevalencia a nivel mundial en el 2012.

En México es la segunda causa de muerte por cancer. Anualmente se estima una
ocurrencia de 13 960 casos en mujeres (20%), con una incidencia de 23.3 casos

por 100 000 mujeres (17%). En el afio 2013, en el grupo especifico de mujeres de
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25 afios y mas, se registraron 3 771 defunciones en mujeres con una tasa de 11.3

defunciones por 100 000 mujeres. 1920

Estimated number of deaths, Mexico (top 10 cancer sites) in 2012
6 000
5000
4000
3000
2000

1000

o & S‘%{\ £y
s & &
@ ! S
5 ol ~

[

Data source: GLOBOCAN 2012
Graph production: Global Cancer Observatory (http:/fgca.iarc. fri)
@ International Agency for Research on Cancer 2017

Figura 3. Los 10 tipos de cancer mas frecuentes que causan muerte en México. %°

1.3.2.Causas

Las principales causas del cancer cérvico-uterino son: %

Infeccién por VPH (16 y 18 causantes del 70%)
Inicio de relaciones sexuales a temprana edad.

Cambios frecuentes de parejas sexuales.

Antecedentes genéticos de cancer y especificamente de CaCu.

>
>
>
> Infecciones vaginales tratadas inadecuadamente.
>
» Consumo de tabaco.

>

Inmunodepresion.

1.3.3.Diagndstico

Actualmente, hay tres tipos diferentes de pruebas de deteccion: 2!

» Citologia convencional (prueba de Papanicolaou)

1 ——
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» Inspeccion visual tras la aplicacion de acido aceético.

» Pruebas de deteccion de tipos de VPH de alto riesgo.

1.3.4.Prevencién
El enfoque debe ser multidisciplinario e incluir componentes como la educacion y
sensibilizacién de la comunidad, la movilizacién social, la vacunacion, la deteccién,

el tratamiento y los cuidados paliativos. %!

» La prevencién primaria comienza con la vacunacion de las nifias de 9 a 13
afios antes de que inicien su vida sexual.

> Educar en materia de practicas sexuales seguras y retrasar el inicio de la
vida sexual.

» Advertir contra el consumo de tabaco.

> Realizar el examen de Papanicolaou cada afio a partir de los 18 afios, y
cada seis meses a partir de los 35 afios o si existen antecedentes genéticos

de cancer.

1.3.5. Tratamiento
De acuerdo con el estadio clinico de CaCu existen diferentes tratamientos que van
desde el monitoreo constante y la eliminacién de zonas con potencial carcinogénico
hasta histerectomias radicales. Para etapas avanzadas de la enfermedad se
considera necesaria la complementacion con quimioterapias y radioterapias que

tienen por objetivo disminuir el riesgo de reincidencia o metastasis.

Las radioterapias pueden ser intracavitarias, localizadas o generales, dependiendo

del avance de la enfermedad, mientras que las quimioterapias pueden incluir uno o
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dos farmacos, siendo los mas utlizados para CaCu cisplatino, paclitaxel y

carbotaxol. 22

Cisplatino (figura 4) es el farmaco de primera linea para el tratamiento de CaCu; sin
embargo, la administracién de cisplatino se asocia con efectos secundarios graves,
incluidos nefrotoxicos y neurotoxicos. Ademas, en etapas avanzadas de esta
patologia la resistencia intrinseca al cisplatino se desarrolla debido a varios factores
como una disminucién intratumoral del farmaco o una respuesta menos apoptotica.
Por lo tanto, se buscan nuevos agentes o regimenes en combinacién con cisplatino

para aumentar la actividad antineoplasica y disminuir los efectos adversos.*

Cl /, pt‘\\\ NH,
CI”  NH,

Figura 4. Molécula de Cisplatino

2. Ditiocarbamatos hibridos derivados del sistema (1S,4S)-
2,5diazabiciclo[2.2.1]heptano

De acuerdo a los antecedentes de la sintesis de este tipo de compuestos se conoce
gue exhiben baja o nula toxicidad en linfocitos humanos. Sin embargo, son potentes
inductores de apoptosis, en general se ha establecido que este tipo de compuestos
seran muy prometedores para el disefio de nuevos candidatos con perfil de toxicidad

sistémica limitada.
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Entre los compuestos sintetizados, el SL-30 (figura 5) mostr6 una actividad
antiproliferativa moderada a nivel in vitro, determinandose su concentracion
inhibitoria 50 (Clso) en varias lineas celulares de cancer como: CaSki: 70.18 pM;
MDA-MB231: 45.11 uM y SK1-Lu: 50.13 uM; sin mostrar ningun efecto citotoxico en
células normales. El mecanismo de accién estuvo mediado por apoptosis mediante

la activaciéon de caspasa-3.- 23

A’/é{;)/(;l\%B
.

S| ¢

S

Cl

Figura 5. Compuesto SL-30. La molécula se conforma de cuatro segmentos
importantes, que son el grupo terc-Butoxicarbonilo (Boc) (A), el sistema
Diazabiciclo heptano (DBH) (B), el farmacoforo ditiocarbamato (C), y el anillo
aromético (D).

A continuacion se describen los segmentos que integran a los compuestos que se

observan en la figura 5.

2.1. Compuestos ditiocarbamatos
Dentro de los compuestos organicos que exhiben una variedad de efectos
biolégicos estan los ditiocarbamatos que son el analogo de los carbamatos en el
que ambos &tomos de oxigeno son reemplazados por &tomos de azufre (figura 6).
El grupo ditiocarbamato es un valioso farmacéforo que induce diversas actividades

biol6gicas, tales como antihistaminicos, antibacterianos y anticancerigenos. 24
____________________________________________________________________________________________________|
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Estudios reportados en la literatura han demostrado que el complejo del metal de
ésteres de Acidos ditiocarbamicos exhibe actividad antineoplasica. 2526

S

I
Rll

Figura 6. Molécula de ditiocarbamato

2.2. Sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (DBH)
Dentro de la quimica organica, una de las areas mas estudiadas y desarrolladas ha
sido la heterociclica, debido a las propiedades estructurales y bioldgicas que induce
la presencia de heteroatomos en moléculas ciclicas. El sistema (1S,4S)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano, descrito por primer vez en 1966,%’ es estructuralmente
equivalente a una piperazina, pero con equilibrio conformacional restringido
(figura 7).
N (b) 'ﬂ%
@ [Ej N

Figura 7. (a) Piperazina; (b) 2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano.

La piperazina presenta dos tipos de inversiones, la inversion piramidal de los
sustituyentes del nitrégeno (inv-N) y la inversién del anillo (inv-Anillo) (figura 8a), 28
mientras que el sistema diazabiciclo no sufre la inversion del anillo, debido al puente
de metileno que le confiere rigidez, aunque sigue presentando la inversion piramidal

del nitrdgeno (figura 8b), ademas de integrar dos centros estereogénicos.
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Figura 8. Tipos de inversiones de a) Piperazinay b) 2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano.

El sistema diazabiciclo ha sido incorporado en algunas moléculas de caracter
medicinal, como son ciertas quinolinas con actividad antibacteriana; tal es el caso

de la danofloxacina, un analogo diazabiciclico de la ciprofloxacina (figura 9). 2°:3

Ciprofloxacina Danofloxacina

Figura 9. Estructuras quimicas de la ciprofloxacina y danofloxacina, esta ultima
sustituye el fragmento de la piperazina por el sistema diazabiciclico.

Algunas moléculas contienen el sistema de 2,5—diazabiciclo[2.2.1]heptano, el cual
posee una amplia gama de actividades bioldgicas Unicas. En las Ultimas décadas
varios estudios farmacoldgicos sobre estos compuestos se han llevado a cabo con

el fin de explotar su potencial terapéutico. Hasta la fecha se han incluido actividades
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biol6gicas antimicrobiales, antivirales, antitumorales, antiinflamatorias, analgésicas,
antipsicoticas, anti-Alzheimer, cardiovasculares, efectos protectores, entre otros. La
actividad antimicrobial, analgésico y antitumoral de 2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano
han recibido la mayor atencion.

En el area de oncologia el 2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano contiene moléculas que
ejercen su efecto antiproliferativo a través de diferentes vias incluyendo histonas

desacetilasa (figura 10 A) y B-Raf quinasa (figura 10 B) .31.32

Figura 10. Moléculas que en su estructura incluyen
al DBH.

Con base en estas caracteristicas, el disefio de compuestos que integren el sistema
diazabiciclico junto con el grupo ditiocarbamato podria conducir a moléculas con
propiedades antineoplasicas. Se disefiaron y sintetizaron nuevos ditiocarbamatos

derivados del sistema DBH.

Sin citotoxicidad
en células
normales

Lo
N\ OJ{E%N
s

TET S Propuesta de

/SMNJLS/i N S hibridacion S
: | H
' H i
—— : Sustitucion

Ditiocarbamato- agente antineoplasico

Figura 11. Enfoque hibrido del disefio de un nuevo tipo de compuestos
antineoplasicos
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Para hacer el estudio SAR (Relacién estructura-actividad). La molécula SL-30 es
dividida en tres segmentos A, B Y C respectivamente (figura 12). El segmento B se
considera el nacleo del andamio; sistema DBH. Por lo tanto las modificaciones se
dardn en el segmento A y C. Primero se considera el segmento C. La
heterociclizaciéon fue evitada a partir de estudios previos, porque no se encontré
actividad, por lo que se realizan diferentes sustituciones en el anillo bencénico
mediante un estudio Docking donde se introduce la molécula disefiada en el sitio de
la proteina. La energia del complejo ligando-receptor permite distinguir y seleccionar
los mejores ligandos, dando origen a 11 compuestos (figura 13) que son el objeto
de estudio del presente trabajo. Después de conseguir la mejor modificacion en el
anillo bencénico de C, se considera el segmento A. El grupo Boc puede ser
removido creando una sal de amina libre. Después de esto se puede hacer mas

soluble la molécula por la adicion de un grupo sulfonil.

Figura 12. Compuesto SL-30 dividida en 3 segmentos
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Figura 13. Estructura de los compuestos Ditiocarbamatos hibridos derivados del
sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano.

2.3.

Posible mecanismo de accion.

Mediante el estudio Docking (acoplamiento molecular, permite estimar teéricamente

la asociacion ligando-proteina a nivel atomico lo que ayuda a caracterizar el

comportamiento de la molécula en el sitio de unién de proteinas blanco); 33 se puede

decir que el posible mecanismo de accion de estos compuestos es mediante la

inhibicion de formacion de tubulina. La tubulina es una proteina esencial en células
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eucariotas que consta de dos subunidades (a y B) (figura 14A). Los dimeros se
juntan para formar hebras (protofilamentos) (figura 14B) y estas a su vez forman los
microtubulos (figura 14C) que forman el citoesqueleto y el huso acromatico.

Participan en la multiplicacion y el movimiento celular.

Tubulina beta

Eterodimero

Protofilamento

“ S00'a
Tubulina alfa Microtubulo

(A (e ©

Figura 14. Formacién de los microtubulos unidad estructural del citoesqueleto en
las células eucariotas. 3*

Ciertos farmacos antineoplasicos que se unen a los extremos (+) de la tubulina o a
lo largo de su estructura, ya sea impidiendo o favoreciendo la polimerizacion de los
microtubulos, inhiben su formacién o su funcionamiento al bloquear la division

celular; estos son llamados antimitoticos. 34

3. Ciclo celular
El ciclo celular es el proceso a través del cual las células se multiplican o proliferan.
Su correcta ejecucion en un organismo pluricelular contribuye a establecer en él una
integracion estructural y funcional adecuada para hacer frente a las condiciones

impuestas por el ambiente. Corresponde a las cinasas dependientes de ciclinas
I —
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(CDK) y sus subunidades activadoras, las ciclinas, dirigir el recorrido de las células
por las fases del ciclo celular Gi1, S, G2 y M. 3 Las cinasas dependientes de ciclinas
CDK, e inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas CDK1, participan activando
e inactivando las reacciones de fosforilacidn sobre proteinas especificas. Estas
reacciones regulan las rutas bioquimicas o puntos de control que controlan las
sefales inhibitorias mitogénicas y de crecimiento, y coordinan la secuencia de
transiciones del ciclo celular. Las ciclinas actian como reguladores positivos de la
actividad de las CDK, ya que esta actividad depende de su unién con la ciclina

apropiada. Los CDK1 actiian como reguladores negativos de esa actividad. 36

El ciclo celular ocurre a través de 4 distintas fases. G1, S, G2 y M (Figura 15). En la
fase Gi, las células aumentan su volumen intracelular. La fase S implica la
duplicacién del material genético, mientras que en la fase G2 hay un aumento en el
tamafio de la célula. Finalmente, la fase M, la célula reparte los cromosomas
duplicados dando lugar a las dos células hijas. 7 Estas fases se pueden observar
facilmente en histogramas que se crean mediante la técnica de citometria de flujo

exponiendo a las células al indicador fluorescente yoduro de propidio (IP).

Cytokinesis—

Mitosis

MITOTIC (M) PHASE ~_

7
£
\IA'JH
e /Prophase
-l
Telophaseand B Apc A ‘_—4
Cytokinesis |, /. '\/—‘
o —— !
Prometaphase

Anaphase
Metaphase

Figura 15. Fases del ciclo celular. 38
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4. Muerte celular

La muerte celular se produce por dos mecanismos principales:

4.1. Apoptosis
La apoptosis o muerte celular programada, es un proceso activo por el que las
células son eliminadas del organismo. La activacion de la via apoptoética en las
células con lesion del ADN minimiza el riesgo de crecimiento de células mutadas o
transformadas. Las células apoptéticas poseen un aspecto caracteristico que
implica la condensacion cromosomica y la fragmentacion nuclear, disminucion de
tamafo celular y la formacion de cuerpos apoptoticos que contienen partes de la
cromatina rodeadas de membrana celular. Estos cuerpos son fagocitados por las

células vecinas produciéndose una pequefia inflamacion.

El proceso de apoptosis celular puede desencadenarse por diferentes estimulos,
incluido el desequilibrio de las sefiales de crecimiento y el dafio de la membrana
celular o del ADN. Tras la afectacion del ADN como consecuencia del estrés
oxidativo del tratamiento con determinados farmacos o con radioterapia, la
induccion de la apoptosis implica el aumento de expresion de la proteina p53. Los
mecanismos moleculares que controlan el proceso de apoptosis celular no se
conocen del todo, pero los principales efectores del mismo son una serie de
cisteinaproteasas, denominadas caspasas, que se activan mediante la division de
precursores moleculares y actian rompiendo sustratos especificos clave en las
rutas apoptoticas. 3 Un ensayo que se emplea normalmente para cuantificar células

muertas es mediante citometria de flujo usando el marcador de Anexina V'y 7 AAD.
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Como se mencion6 uno de los mecanismos mediante el cual se lleva a cabo la
muerte celular es por el dafio que causa el estrés oxidativo. El metabolismo
oxidativo se da en la mitocondria, esta es considerada como la principal fuente de
radicales libres, ya que al producirse el metabolismo oxidativo se da la reduccién
del oxigeno, formando durante estas reacciones una serie de intermediarios téxicos
llamadas especies reactivas de oxigeno o ROS (02, H2O2 y OH"). La célula normal
produce cierta cantidad de ROS, sin embargo las células generan antioxidantes
para disminuir los niveles intracelulares de radicales libres. Pese a esto, cuando los
niveles de ROS se elevan pueden generar estrés oxidativo. Existen factores
exdgenos que incrementan las especies reactivas tales como; exposicion a rayos
X, tabaco, contaminantes del aire, productos quimicos industriales y ciertos
medicamentos que trae como consecuencia dafios celulares irreparables, incluso la

muerte celular (figura 16). 3°

Conservadores y qunmncos en allmentos
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° OH Globulos blancos .
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Proceso de Inflamacion Contaminaciéon

Figura 16. Factores externos que incrementan ROS.
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Se han detectado tasas elevadas de ROS en casi todos los canceres, donde
promueven muchos aspectos del desarrollo y progresion del tumor. El aumento
desproporcional de ROS intracelular puede inducir la detencién del ciclo celular del
cancer, la senescencia y la apoptosis. Esto se puede lograr con la quimioterapia
contra el cancer, el agotamiento de las células de las proteinas antioxidantes o la
generacion de ROS por las células inmunes. La apoptosis esta relacionada con un
aumento del estrés oxidativo mitocondrial que causa la liberacién del citocromo C,
un evento irrevocable que conduce a la activacion de las caspasas y la muerte
celular. 4° La cantidad liberada de especies reactivas de oxigeno se puede
cuantificar mediante el uso del citémetro de flujo empleando el reactivo Carboxy-

H2DCFDA indicador de estrés oxidativo.

4.2. Necrosis
Respuesta pasiva al dafio celular por la que las células se hinchan y se lisan,
liberando su contenido al espacio intersticial, lo que puede desencadenar una

respuesta inflamatoria. 36
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Figura 17. Esquema del proceso de apoptosis y necrosis de la célula.
ResearchGate.
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es un problema prioritario de salud publica en México. Los tumores
malignos exigen cada vez mas y mayores recursos hospitalarios, mejora de
tecnologias en el diagndstico temprano y tratamientos cada vez mas costosos. A
pesar de grandes avances en los ultimos 100 afios; en muchas areas de la medicina
moderna, el éxito del tratamiento del cancer sigue siendo un reto importante, el uso
de quimioterapia tradicional contra el cancer es todavia muy limitado debido al dificil
desarrollo de agentes que selectivamente eliminen células tumorales o inhiban su

proliferacion sin la toxicidad sistémica.

Recientemente se ha descrito el disefio de nuevas moléculas que incluyen el
sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano unido al grupo ditiocarbamato, sin

embargo a la fecha se desconoce su potencial actividad citotoxica.

Por lo que en el presente trabajo se evaluo la citotoxicidad y los mecanismos de
apoptosis, produccién de especies reactivas y ciclo celular después de la exposicién
de los compuestos en lineas celulares de cancer cérvico-uterino (HeLa, CaSki y

SiHa).
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IV. HIPOTESIS

Los compuestos ditiocarbamatos hibridos que incorporan el sistema (1S,4S)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano presentaran un efecto citotdéxico a través de los
mecanismos de apoptosis, generacion de especies reactivas y arresto celular en

lineas celulares de CaCu.
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1.

V. OBJETIVOS

General:

v' Determinar el efecto citotéxico, de los compuestos Ditiocarbamatos hibridos

1.1.

derivados del sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano, en tres lineas

celulares de cancer cérvico-uterino.

Particulares:

Determinar concentracién Inhibitoria 50 (Clsp) de los compuestos
Ditiocarbamatos hibridos, en la linea celular de CaCu (HelLa).

Calcular la Clso de los compuestos mas activos, en las lineas celulares de
CaCu, (HelLa, SiHa y CaSki).

Evaluar el efecto apoptético, ROS y el arresto celular después de la

exposicion al compuesto mas activo en las tres lineas celulares.
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VI.  MATERIAL Y METODOS

1. Material

Compuestos a evaluar.

Los compuestos fueron otorgados por el Dr. Ignacio Regla Contreras y
sintetizados por el Dr. Sujey Laskar en el laboratorio 9 de Quimica Organica
piso 2 de la Unidad Multidisciplinaria de Investigacion Experimental Zaragoza
(UMIEZ). Los cuales fueron nombrados con la siguiente nomenclatura.
SL-78, SL-79, SL-81, SL-82, SL-83, SL-84, SL-85, SL-88, ASM-212, ASM-
213, ASM-214.

Material de cultivo celular (cajas, placas de 96 pozos, pipetas, puntas, tubos,
etc.)

Material de cristaleria. (vasos de precipitado, pipetas, probetas, matraz
aforado)

Lineas celulares: HeLa, CaSki y SiHa (cancer de cérvix). Obtenidas de la

American Type Culture Collection (ATCC).
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1.1. Reactivos

e Medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 10% suero fetal

de bovino

e Bicarbonato sodico para cultivo

e Tripsina (Invitrogen)

e PBS (Solucion buffer de fosfatos)

e PBS +EDTA

e Cristal violeta 0.1%

e Formol 10%

e Acido acético 33%

e DMSO para cultivo (Dimetil Sulféxido)

e Etanol para cultivo

e Cisplatino CDDP (Sigma Aldrich)

o XTT (3-[1-(fenilaminocarbonil)-3,4-tetrazolium]-bis(4-metoxy-6-nitro) -
disulfonato de benceno) (Roche)

e Carboxy-H2DCFDA

e Annexina (Millipore)

1.2. Equipos

e Balanza analitica.

e Campana de flujo laminar (Steril Gard Ill. Advance)
e Microscopio invertido

e Lector de ELISA

e Campana de extraccion

e Centrifuga

e Vortex
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2. Métodos

2.1. Cultivo de células
Las células HelLa, CaSki y SiHa fueron mantenidas en cajas de cultivo de 75cm?
con 10mL de medio de cultivo DMEM suplementado al 10% de suero fetal bovino e

incubadas a 37°C bajo una atmosfera con 5% de CO..

2.2. Sembrado de células
Las células mantenidas en DMEM fueron tripsinizados durante 5 min a 37°C. La
tripsina es una enzima proteolitica que actla degradando las proteinas que sirven
de union entre las células del tejido y las libera en suspension, separandolas entre
ellas y de la caja de cultivo. Una vez tripsinizadas, la reaccion se neutralizd
agregando medio de cultivo para eliminar el efecto de la tripsina, las células se
recolectaron en un tubo de cultivo y se centrifugaron a 1500 rpm durante 8 minutos.
Las células se resuspendieron y se contaron con ayuda de un hematocitbmetro y/o
con ayuda del Cell Counter utilizando el método de azul tripano. Las células fueron
sembradas en placas de 96 pozos a una densidad de 1x10* cel/pozo, después de

24 h las células fueron expuestas a cada uno de los compuestos.

2.3. Exposicidn.
Para determinar la citotoxicidad de cada uno de los compuestos se realizaron curvas
de concentracion-respuesta en cada linea celular. Se obtuvieron las
concentraciones inhibitorias 50 (Clsp), de cada compuesto, con ayuda del Software

Sigma Plot.
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Para la exposicion de los compuestos, se utilizaron soluciones stock de 20 mg/mL
y a partir de estas soluciones stock las células fueron expuestas a diferentes
concentraciones (0 a 500 uM) de cada compuesto por 48 y 72 h. Después de la
exposicidon se determind la viabilidad celular utilizando el ensayo de XTT y como
método complementario se realiza el ensayo con cristal violeta. Los resultados
fueron comparados con el efecto citotoxico del cisplatino, el cual es utilizado como

terapia de primera linea en cancer cérvico-uterino.

2.4. Ensayo de viabilidad celular mediante XTT
Después del periodo de incubacion, la viabilidad celular fue determinada utilizando
el ensayo XTT, el cual es una sal de tetrazolio (3-[1-(fenilaminocarbonil)-3,4-
tetrazolium]-bis(4-metoxy-6-nitro) —disulfonato de benceno) que se transforma en
formazan mediante un complejo sistema mitocondrial-succinato-tetrazolio-
reductasa y es activo soélo en el caso de células viables. Por lo tanto, la cantidad de
formazan producida durante el ensayo, que se evalla mediante medidas de
absorbancia en un espectrofotometro, esta relacionada con el nimero de células
viables, es decir, el nUmero de células metabolicamente activas. El reactivo XTT se
utiliza por 1 h. Pasado ese tiempo se procedié a medir la absorbancia a 492 nmy

690 nm en un lector de placa Multiskan (Fisher Scientific).

2.5. Ensayo de viabilidad celular con Cristal Violeta (CV)
Después del periodo de incubacion las células se lavaron dos veces con PBS y se

fijaron con formol al 10%, posteriormente las células fueron tefiidas con el colorante
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cristal violeta por 2 h, y al final se disolvio el color con acido acético y la absorbancia
se medié a 570 nm en un lector de placa.

Los datos de absorbancias se expresaron como porciento de la viabilidad celular en
funcién de concentraciones crecientes de cada compuesto, tomando el 100% de
viabilidad al promedio de las absorbancias del control y a partir de las curvas de
concentracion-efecto se determiné la Clso de cada compuesto.

Después de seleccionar el compuesto con mayor actividad, se evalué el grado de
apoptosis. Para esto las células de cada linea celular fueron expuestas a la Clso del
compuesto SL-78. La evaluacién de la apoptosis se realiz6 72 h después de la

exposicion.

2.6. Ensayo de apoptosis mediante citometria de flujo usando
Anexina Vy 7AAD

Durante el proceso de apoptosis, inicialmente ocurren modificaciones en la
membrana celular, entre ellas, cambios en la distribucién de fosfolipidos. La
fosfatidilserina (FS) es un fosfolipido que normalmente se encuentra en la
membrana interna de las células sanas; sin embargo, es externalizada debido a un
estimulo proapoptético, por lo tanto, se utiliza como marcador de apoptosis
temprana. La expresion de FS fue detectada usando Anexina V, una proteina que
presenta gran afinidad por la FS. En contraste la apoptosis tardia fue determinada
con el compuesto 7-Amino-Actinomicina D (7AAD), que se intercala en los

fragmentos de DNA de las células que carecen de integridad de la membrana.
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La cantidad de células requeridas para realizar el ensayo fueron 1x10°, las cuales
fueron tenidas con 100 pl del marcador Anexina V y 7 AAD (Merck Millipore),
posteriormente se incuban 20 min en la oscuridad para su posterior lectura de la
fluorescencia en un citometro de flujo (Guava EasyCyte Flow, Millipore), con una
adquisicion de 1x10* eventos. Las células fueron clasificadas como se muestra en

la figura 18: células viables (A), apoptosis temprana (B) y apoptosis tardia (C).

1024

10834

T-AA0 (PM2)

A

10e0 Tt =T =TT T T=T-TT T —T—T=TTTTT
10e0 10e1 1022 10=3 10e4
Annexin V-PE (PM1)

Figura 18. Diferencias entre etapas de apoptosis en una poblacién celular

2.7. Ensayo ROS

La cuantificacion de ROS se realiz6 utilizando el reactivo Carboxy-H2DCFDA,
indicador de estrés oxidativo, el reactivo no es fluorescente sin embargo, al entrar
al citoplasma celular y, en presencia de ROS, principalmente peroxido, es oxidada
a su forma fluorescente. Por lo tanto, el nivel de oxidacion, generada por ROS, fue
determinado como el incremento en la fluorescencia de Carboxy-H2DCFDA.
Después del tratamiento se obtuvieron 1x10° células tefiidas con 100 uL del reactivo
Carboxy-H2DCFDA e incubadas durante 20 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente, para su posterior lectura de la fluorescencia en un citbmetro de flujo
(Guava EasyCyte Flow, Millipore) utilizando el programa InCyte.
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2.8. Ciclo celular

Utilizando la técnica de Citometria de flujo, las células previamente fijadas con
etanol al 70% se permeabilizan y se exponen al yoduro de propidio (IP) un indicador
fluorescente que se intercala y reacciona con el DNA celular. Por lo tanto, una célula
en estado G; emitira menor fluorescencia del IP que una célula en fase S.

Después del tratamiento, se obtuvieron 2x10° células y las células se
resuspendieron en 500 pL de PBS y se mezclaron con 5 mL de etanol al 70%. Se
incubaron a -20°C por 24 horas. Transcurrido el tiempo se centrifugaron, se lavaron
con PBS. Nuevamente se centrifugaron eliminando el sobrenadante y se
resuspendieron con 200 pL de Guava Cell Cycle Reagent, se incubaron 30 min en
la oscuridad para su posterior lectura de la fluorescencia en un citdbmetro de flujo

(Guava easyCyte Flow, Millipore).

2.9. Anélisis estadistico.
Para determinar la significancia estadistica entre el tratado y el grupo control, se
realizé una t-Student. Se utilizé el programa SigmaStat y un valor de p < 0.05 fue

considerado significativo.
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VIl. RESULTADOS

1. Efecto citotéxico de los compuestos ditiocarbamatos derivados

del sistema DBH heptano en las lineas celulares de CaCu.

Con la finalidad de determinar el efecto citotoxico, se evaluaron los compuestos en
la linea celular HeLa sensible a Cis-Pt posteriormente se compara su actividad para
su clasificacion. En la Tabla 1 se observan los valores de la Clso de los compuestos
evaluados en la linea celular HeLa, los compuestos mas activos en esta linea celular
fueron: SL-78, SL-81 y SL-83. Posteriormente estos fueron evaluados en las dos
lineas celulares restantes (CaSki y SiHa). En la figura 19 y 20 se muestran las
gréficas de viabilidad celular en las tres lineas celulares, después de la exposicion

a CDDP y los compuestos mas activos respectivamente.

COMPUESTO 48 h. Clso pM £ E.E 72 h. Clso uM = E.E

SL-78 1.13+0.2 1.15+0.07
SL-79 1855+4 91+11
SL-81 6.1+0.8 42+1.4
SL-82 23.4+5 6.4+1
SL-83 39+04 51+0.6
SL-84 16.1+0.5 123+2.3
SL-85 33.8+x1.7 20.4 +3.9
SL-88 58.5+5.8 50.7+£0.5
ASM-212 151+26 7+26
ASM-213 91+22 58+0.5
ASM-214 7.01+27 3.2+0.6

Tabla 1. Clso de cada compuesto evaluado en células HeLa a 48 y 72 H. Se muestra
la media de tres a cuatro experimentos independientes por cuatruplicado. = E.E
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Figura 19. Efecto de CDDP sobre la viabilidad celular en HelLa (A), SiHa (B) y
CaSki (C), después de 48 y 72 horas. Cada punto representa el promedio de tres
experimentos independientes + DS.

1 ——
DAVILA ESTRELLA NELLY 37



% VIABILIDAD

% VIABILIDAD

120

48 horas —— SL-78 72 horas SL78
[a}
<
[8)
=
2]
<
>
X
0 : : T
0 T T T T
0,1 1 10 100
) 0,01 0,1 1 10 100
CONCENTRACION uM )
H CONCENTRACION uM
120 120 —
48 horas —@= SL-78 72 horas -@— SL-78
- SL-81
100 ¢ —4— SL-83
80 1 a
<
[=)
—
60 =
<
S
40 >
20 A
0 T T T T 0 T T T
0,01 0,1 1 10 100 1000 0,1 1 10 100
CONCENTRACION uM CONCENTRACION pM
C. CaSki
120 120
48 horas —@— SL-78 72 horas -@= SL-78
- ; == SL-81
100 ¢ —— gtg; 100 == SL-83
80 1 80 4
fa)
<
a
3
o 601 60 -
<
>
S 404 40
20 A 20
0 : r r r 0 : : : T T
0,01 0,1 1 10 100 0,001 0,01 01 1 10 100

CONCENTRACION uM

CONCENTRACION uM

Figura 20. Efecto de los compuestos mas activos sobre la viabilidad celular
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experimentos independientes.
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A partir de los datos generados en las curvas de concentracidén-respuesta de los

compuestos mas activos y del control (Cisplatino), se obtuvo la Clsp, que se presenta

en las siguientes tablas.

Hela SiHa
HORAS 48 h 72h HORAS 48 h 72h
COMPUESTO Cl, uM £ DS Cl,, uM £ DS COMPUESTO Cl, uM £ DS Cl,, uM DS
CDDP 4.8+0.28 5.2+0.28 CDDP 12.8+3.2 15£3.5
SL-78 1.13+ 0.5 1.15+0.07 SL-78 90.3+£23.2 1.07£0.05
SL-81 6.1+ 0.8 42+14 SL-81 68.07 £ 25.05 3.39£1.75
SL-83 3910 51£06 SL-83 58.5512.7 3.21:0.94
CaSki
HORAS 48 h 72h
COMPUESTO Clg, pM £ DS Clg, pM + DS
CDDP 16.23£26 6.2£0.3
SL-78 6.37+0.6 24+1.46
SL-81 6.77+3.93 5.77+0.47
SL-83 13.83+3.67 5.17+0.75

Tabla 2. Clso de los compuestos més activos y CDDP evaluados en las lineas
celulares de CaCu
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2. Morfologia celular
En la Figura 21 se presentan los cambios morfolégicos y la disminucion de la
proliferacion en las células HelLa, SiHa y CaSki expuestas a la Clso del compuesto

SL-78.

Control SL-78

HelLa

SiHa

7

Figura 21. Morfologia de las células de CaCu después de 72 h de exposicién del
compuesto SL-78. Los grupos controles fueron expuestos Unicamente al vehiculo.
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3. Evaluacion de la induccién de apoptosis después del tratamiento

con el compuesto SL-78.
Con el objetivo de determinar el efecto apoptético, se evalud el tipo de muerte
celular por citometria de flujo a través de la tincion de Anexina V y 7-AAD en células
HelLa, SiHa y CaSki. La clasificacién de las poblaciones se realizdé con el Guava
Nexin Software. En las Figuras 22, 23 y 24 se presentan la distribucion de la

poblacioén celular al final del tratamiento con el compuesto SL-78,
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Figura 22. Dot Plots representativos de apoptosis de las células HelLa control y
tratadas con el compuesto SL-78. Las gréaficas de barras indican el valor
normalizado de células apoptéticas. n =2 £ DS; * p < 0.05 (t-Student)
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Figura 23. Dot Plots representativos de apoptosis de las células SiHa control y
tratadas. Las graficas de barras indican el valor normalizado de células
apoptéticas. n =2 + DS
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Figura 24. Dot Plots representativos de apoptosis de las células CaSki control y
tratadas con el compuesto SL-78. Las graficas de barras indican el valor
normalizado de células apoptoéticas. n =2 £ DS
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4. Efecto del compuesto SL-78 en la generacién de ROS.

Para determinar si el compuesto SL-78 reactiva la funcién mitocondrial, se cuantifico
la produccion de ROS mediante la fluorescencia emitida por Carboxy-H2DCFDA
oxidada en las células después de 72 horas de exposicion a la Clsp en las tres lineas
celulares. En la Figura 25 se observan las curvas que se obtuvieron de la Media de

Intensidad de Fluorescencia (MIF) utilizando el programa InCyte (Millipore, Inc)
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Figura 25. Curvas representativas de la intensidad de fluorescencia del control
(amarillo) y tratado (blanco). Las gréficas de barras indican el valor normalizado.
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5. Evaluaciéon de Ciclo Celular.

Con la finalidad de poder determinar si el compuesto SL-78 tiene un efecto sobre
el arresto celular, se cuantifico la cantidad de DNA de cada fase del ciclo celular,
mediante yoduro de propidio (IP). Se aplico la Clso del compuesto y la evaluacién
del arresto celular se realiz6 72 horas después de la exposicion en las tres lineas
celulares. En las Figuras 26, 27 y 28 se presentan los histogramas generados por

el programa Guava Cell Cycle (Millipore Inc.,).
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Figura 26. Histogramas representativos del ciclo celular de las células Hela,
tratadas con el compuesto SL-78 durante 72 horas. Las graficas de barras indican
el valor porcentual de células en cada ciclo. n = 3 £ DS.
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Figura 27. Histogramas representativos del ciclo celular de las células SiHa,
tratadas con el compuesto SL-78 durante 72 horas. Las gréaficas de barras indican
el valor porcentual de células en cada ciclo. n = 3 £ DS.
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Figura 28. Histogramas representativos del ciclo celular de las células CaSki,
tratadas con el compuesto SL-78 durante 72 horas. Las gréaficas de barras indican
el valor porcentual de células en cada ciclo. n = 3 £ DS.
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VIII. DISCUSION

La quimioterapia a base de cisplatino alcanza una respuesta completa en el 70-80%
de los pacientes con tumores. Sin embargo, s6lo un pequefio porcentaje de
pacientes en estadios tempranos tiene una respuesta al tratamiento convencional®3,
Estos resultados han motivado a la busqueda de nuevos agentes antineoplasicos
con mayores efectos terapéuticos. Las pruebas de quimiosensibilidad in vitro son

las herramientas mas usadas para evaluar la actividad de nuevos compuestos.

En el presente trabajo, utilizando ensayos In vitro, se logré observar la actividad
citotoxica sobre las células de cancer cérvico-uterino de nuevos compuestos
ditiocarbamatos hibridos derivados del sistema DBH. Se calculd el porcentaje de
inhibicion del crecimiento y se obtuvieron graficamente los valores de la Clsg
(concentracion del farmaco para lograr una inhibicion del crecimiento del 50%) a
partir de las curvas de viabilidad celular. Con las Clso presentadas en la Tabla 1,
podemos diferenciar a los compuestos que no tienen actividad (Clso>100 uM) como
el compuesto SL-79, el cual posiblemente por la posicion “para” del grupo carboxilo,
donde la interaccion con el resto de la molécula no es favorable para el resto del
compuesto. Por el contrario los compuestos que mostraron una mediana actividad
(Cls50<100uM y >10 uM) fueron: SL-82, SL-84, SL-85, SL-88 y ASM-212; SL-88 es
la sal libre del compuesto SL-30 ( Figura 5), se esperaba que el compuesto tuviera
un efecto citotoxico mayor que el resto de los compuestos, ya que es el tnico de los
compuestos que se solubiliza en agua; sin embargo, los resultados no mostraron

esto, por lo que se puede inferir que el grupo Boc, el cual fue removido, es el que
I —
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podria dar una mayor actividad y estabilidad al resto de la molécula. Los
compuestos con mayor actividad (Clso<10uM) fueron los siguientes: SL-78, SL-81,
SL-83, ASM-213, ASM-214 mostraron una Clspde 1.1 uM, 4.2 uM, 5.1 uM, 5.8 uM y
3.2 uM alas 72 h respectivamente; estos compuestos tienen en comun que su anillo
aromatico cuenta con sustituciones de grupos metoxi, cloro y nitro. Y de acuerdo a
los antecedentes se sabe que lo que hace mas activo un compuesto de otro es la
posicion en la que se encuentran estos grupos funcionales y la cantidad de
sustituciones dentro del anillo. Se observa también que el compuesto SL-81 tiene
un cloro en posicién “orto”, esta posicion se vio favorecida con respecto al SL-30 y
SL-88 los cuales presentan el mismo sustituyente pero en diferente posicion,
observandose una mayor actividad del compuesto SL-81. De forma similar resulté
con el compuesto ASM-213 que tiene una doble sustitucién del halégeno cloro, este
presentd una actividad aumentada a las 72 horas con respecto a las 48 horas. Si se
comparan los compuestos ASM-212 y ASM-214 que tienen el mismo grupo metoxi
en posicion “meta” y “para” respectivamente, se observa claramente que en la
posicion “para” se ve mayormente favorecido con una Clso 7 uM a las 48 horas y
3.2 uM a las 72 horas. Por ultimo el compuesto que resulto ser el mas activo fue el
SL-78, tiene tres sustituyentes metoxi, por 1o que existe una mayor interaccién con
el resto de la molécula, haciendo a este compuesto el mas activo de los once

compuestos evaluados.

Todos los compuestos fueron evaluados en la linea celular Hela, y los compuestos

gue resultaron mas activos fueron: SL-78, SL-81 y SL-83. Estos compuestos fueron
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evaluados en las tres lineas celulares (HelLa,SiHa y CaSki), obteniendo la Clso a las
48 y 72 horas, los resultados se muestran en la Tabla 2. Observando que los tres
compuestos mostraron actividad desde las 48 h tanto en HeLa como en CaSki; sin
embargo, SiHa mostré menos actividad a las 48 h, presentando una buena actividad
solo a las 72 h. El compuesto SL-78 resultoé ser el mas activo a los dos tiempos de
exposicion, aun cuando los resultados se compararon con el CDDP el cual resultd

ser menos activo que los compuestos evaluados.

Las tres lineas utilizadas en este trabajo tienen diferentes caracteristicas, por
ejemplo: CaSki y SiHa tienen integrado en su genoma al VPH 16 y HelLa al VPH
18. Hela es tipo adenocarcinoma (células glandulares), CaSki es carcinoma
epidermoide (exocérvix) y SiHa carcinoma escamoso grado |l (células escamosas).

Esto se debe a la localizacion del tipo de célula del cérvix (Figura 2).

El compuesto SL-78 fue el mas activo de los once compuestos evaluados, su Clsg
fue de 1.1 uM, debido a este resultado se decidié determinar el efecto apoptotico,

ROS y ciclo celular en las tres lineas celulares.

El tipo de muerte celular que se observé morfologicamente fue con caracteristicas
apoptoticas tanto en HelLa y CaSki, observandose ademas dafio en la membrana
celular y formacién de cuerpos apoptéticos (Figura 21). El resultado se correlacioné
con la evaluacion de la apoptosis por citometria de flujo, utilizando Anexina V'y 7-
ADD, obteniendo mayor apoptosis en las células HeLa y CaSki. En los DotPlots de
las figuras 22 y 24 se puede observar que las células HelLa y CaSki tratadas con el

compuesto presentan mayor apoptosis, en particular en la apoptosis tardia donde
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se concentra la mayor cantidad de células; esto nos indica que la membrana de la
célula puede estar dafiada. Por otro lado, en las células SiHa no se observo
diferencia significativa comparada contra su control, posiblemente este resultado

esté demostrando que el tipo de muerte sea diferente.

En el estudio de ROS, las células HelLa fueron las Unicas que presentaron un ligero
incremento de ROS, sin embargo, el valor no fue estadisticamente significativo, con
este resultado se sugiere que en estas células se genera una pequefia cantidad de
peroxilos en la membrana que ya se encuentra dafiada, por esta razon se logra
detectar esa fluorescencia. Las células SiHa y CaSki no presentaron un incremento
de ROS, lo que nos indica que posiblemente la muerte de estas células no esta
asociado con especies reactivas de oxigeno, y que otros mecanismos puedan estar

participando.

El ensayo de ciclo celular en el cual se cuantifica la cantidad de ADN con respecto
al numero de células, no se logré observar un arresto celular en alguna fase del
ciclo en ninguna linea celular. Lo que nos indicaria que la mayoria de las células se
encuentran apoptoéticas, como se muestran en los DotPlots de apoptosis. Esto se
pudiera atribuir al tiempo de exposicion de 72 horas, en el cual no se logré ver el
efecto del arresto celular y posiblemente a tiempos mas cortos podriamos observar

un arresto en alguna de las fases.

La sintesis y evaluacion de nuevos compuestos forman parte de la fase preclinica
que se realiza para el hallazgo de una nueva molécula con propiedades especificas

para tratar alguna patologia. El descubrimiento de una molécula y el desarrollo de
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esta como farmaco, es un proceso largo, que conlleva a varias pruebas y ensayos

en un periodo de aproximadamente 15 afios hasta su comercializacion.

El estudio que se realizd en el presente trabajo es una pequefa parte de la etapa
preclinica, ya que los resultados que se obtuvieron fueron hechos mediante ensayos
in vitro en tres lineas celulares de CaCu. De acuerdo a los Institutos Nacionales de
Salud se sugiere que los compuestos nuevos sintetizados se prueben en 3 lineas
resistentes y alrededor de 60 diferentes lineas celulares, debido a que una linea
celular resulte mas sensible que en otra. ! Pero para fines de estudio inicial, de
manera rapida y de forma comparativa con Cisplatino que es altamente citotoxico
en células Hela, se decidié realizar el estudio enfocandonos principalmente en

cancer de cérvix.

El compuesto SL-78 mostr6 una actividad citotoxica sobre las células de cancer
cérvico-uterino, induciendo apoptosis con concentraciones de 1 uM, desde las 48
horas de exposicion, este compuesto resultd ser mas activo que el Cisplatino, el
cual es el farmaco de primera linea para tratar el cancer de cérvix utilizado en la

clinica.
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IX. CONCLUSIONES

1) Los compuestos ditiocarbamatos hibridos derivados del sistema DBH
mostraron actividad citotoxica en células HelLa. Obteniendo tres

compuestos activos: SL-78, SL-81 y SL-83.

2) Los compuestos mas activos (SL-78, SL-81 y SL-83) mostraron una

actividad citotoxica significativa en células HelLa, SiHa y CaSki.

3) El compuesto con mayor actividad fue el SL-78 con una Clsp 1 yM en

comparacién con Cisplatino cuya Clso fue de 5 uM.

4) El compuesto SL-78 mostré6 un incremento significativo en el efecto

apoptético en células HelLa pero no en SiHa y CaSki.

5) La produccién de ROS vy el arresto en el ciclo celular no se vio modificada
después de la exposicion del compuesto SL-78 en las lineas de CaCu

evaluadas.
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X. PERSPECTIVAS

% Evaluar la actividad citotdxica del compuesto SL-78 en otras lineas celulares

de cancer y células sanas.

s Determinar el mecanismo de accion a través de la inhibicion de tubulina y

correlacionar con los ensayos del Docking.

% Realizar ensayos preclinicos como la evaluacion de la actividad en modelos

experimentales in vivo; por ejemplo xenotransplantes.

% Determinar la toxicidad sistémica del compuesto SL-78.
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