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Resumen

Las células se dividen a través de una serie ordenada de pasos denominados ciclo celular, en
el cual la célula aumenta su tamafo, incrementa el nimero de componentes intracelulares
(proteinas y organulos), duplica su material genético y finalmente se divide, dando paso a un
proceso denominado proliferacion, el cual esta definido como el incremento del numero de
células como resultado del ciclo celular y del equilibrio entre crecimiento, division y muerte; la
progresion a traves del ciclo celular esta regulada por puntos de transicion (de control), que son
clave ya que pueden detener el ciclo en puntos especificos, la alteracion del ciclo celular puede
causar que éste se detenga o que se active el mecanismo que induce a la célula a morir donde
existen diversos mecanismos pero los mas conocidos son la necrosis (muerte no programada)
y la apoptosis (muerte programada), una falla en la regulacion en el mecanismo de control del
ciclo celular lleva a una proliferacion celular excesiva y como consecuencia a la aparicion del
cancer. Se han descrito mas de 100 formas distintas de cancer; los mas frecuentes son los
llamados carcinomas, que constituyen cerca del 90% de los canceres y que se generan en los
epitelios; entre ellos, los mas comunes son los que afectan al pulmén, al intestino grueso, mama,
Utero y cérvix. En México durante 2015, el cancer fue la tercera causa de mortalidad debido a
que es dificil descubrir nuevos agentes que eliminen selectivamente las células tumorales o
inhiban su proliferacion sin la toxicidad general. Los ditiocarbamatos muestran una amplia gama
de actividades bioldgicas tales como antibacterianas, antifingicas y contra el cancer, un ejemplo
es el Disulfiram el cual tiene una larga historia como elemento disuasivo del alcohol, sin
embargo, tiene efectos anti-cancerigenos; también se ha descrito que los grupos funcionales
bencilo o la piridina, le dan al compuesto una mayor potencia por ello a través de la elaboracion
de nuevas moléculas como el LS-29, LS-11 y LS-12 se espera que tengan un mejor efecto
antiproliferativo y con baja citotoxicidad. Después de hacer las pruebas correspondientes para
evaluar el efecto antiproliferativo y citotoxico en lineas celulares de cancer de cérvix, mama y
pulmdn asi como en cultivos de células no tumorales, los resultados obtenidos sugieren que el
estado hibrido favorece la accion selectiva y permite que estos compuestos sean un modelo de
partida para generar compuestos cuyos cambios estructurales sean dirigidos a sintetizar
compuestos con mejor actividad antiproliferativa, de menor actividad necrética y con una mejor

accion selectiva.



Marco Teorico

La célula
Matthias Jacob Schileiden y Theodor Schwann propusieron el concepto de teoria celular

(Pierce, 2010). De acuerdo con esta teoria, todas las criaturas vivas estan formadas por células,
y surgen solo a partir de células preexistentes; siendo la unidad viva anatémica, funcional, de
origen y de herencia mas pequefa de los seres vivos (Gal et al., 2007). Las células estan
constituidas por pequefios compartimentos separados del entorno externo, rodeados de
membrana y llenos de una solucion acuosa concentrada de compuestos quimicos (Alberts et
al., 2008). En su interior se producen numerosas reacciones quimicas que les permiten crecer,
reproducirse por division, producir energia para sus actividades, ocuparse de actividades
mecanicas, reaccionar a estimulos y eliminar residuos. El conjunto de estas acciones se llama
metabolismo (Karp, 2011).

Todos los seres vivos tienen como misién fundamental la de reproducirse, preservando sus
caracteristicas esenciales a traves de las generaciones (Ramirez y Gonzalez, 2003). Para un
organismo pluricelular, innumerables divisiones de un cigoto producen un organismo de
complejidad y organizacion celular impresionantes (Karp, 2011). Las células se dividen a través
de una serie ordenada de pasos denominados ciclo celular, en el cual la célula aumenta su
tamafio, incrementa el nUmero de componentes intracelulares (proteinas y organulos), duplica
su material genético y finalmente se divide (Alberts et al., 2008); dando paso a un proceso
denominado proliferacion, el cual esta definido como el incremento del nimero de células como

resultado del ciclo celular y del equilibrio entre crecimiento, division y muerte (Sanchez, 2001).

Ciclo celular

La progresion de las células a través del ciclo de division celular se regula por sefales
extracelulares del medio, asi como por sefales internas que supervisan y coordinan los diversos
procesos que tienen lugar durante las diferentes fases del ciclo celular (Cooper y Hausman,
2009), para asi asegurar que la transicion de una fase a otra, solo se realice si los eventos de
la etapa previa han concluido.
El sistema de control celular es un dispositivo bioquimico que actia ciclicamente, compuesto
por un conjunto de proteinas interactivas que inducen y coordinan los procesos subordinados

basicos que duplican y dividen los contenidos de la célula (Alberts et al., 2008); la progresion a



través del ciclo celular esta regulada por puntos de transicion, llamados puntos de control, que
son clave ya que pueden detener el ciclo en puntos especificos. Los puntos de control aseguran
qgue todos los componentes estén presentes y en el orden adecuado antes de que la célula
proceda a la siguiente etapa (Campbell y Reece, 2007; Pierce, 2010) ya que facilitan la
reparacion del ADN y promueven la muerte celular en células sin reparar (Bucher y Britten,
2008). Las alteraciones en los puntos de control pueden conducir a una division celular
desregulada, como es el caso de algunos tipos de cancer (Pierce, 2010).

La alteracion del ciclo celular puede causar que éste se detenga o que se active el mecanismo
gue induce a la célula a morir, por ejemplo, un dafio irreparable en el ADN, induce a las células
a una muerte por apoptosis. El descubrimiento de los puntos de control que gobiernan el ciclo
celular nos ha llevado a comprender muchos de los fendmenos que se presentan en la vida
celular tanto en la salud como en la enfermedad, siendo este Ultimo punto de particular interés
para el estudio de posibles blancos terapéuticos donde se puedan combatir las anormalidades
del ciclo celular que desembocan en tumores, originados por una proliferacién celular
descontrolada causada por factores fisicos, quimicos, genéticos o biolégicos. Existen decenas
de formas en que se presenta la enfermedad, pero su fisiopatologia basica comprende
aberraciones en cualquier punto de la maquinaria molecular que gobierna el ciclo celular y que,
por tanto, causan las desregulaciones de éste. Resulta poco menos que imposible, nombrar
todos los tipos de alteraciones que existen en cada forma de tumor, sin embargo, se pueden
mencionar algunos casos, por ejemplo: la Ciclina B se incrementa en casos positivos a los virus
del papiloma humano (HPV, human papillomaviruses) 16 ¢ 18, los cuales son la principal causa
de cancer cervicouterino en mujeres. Ademas, estos PVH de alto riesgo codifican en su genoma
oncoproteinas que también juegan un papel importante en la carcinogénesis, como es el caso
de la oncoproteina E7, que al igual que el complejo ciclina D/CDK puede bloquear la funcién de
Rb y asi promover el ciclo celular, o la oncoproteina E6 que bloquea las funciones de p53 al
unirse a este factor de transcripcién; las células que sobre expresan c-myc, son resistentes a
los efectos de arresto del crecimiento, promovidos por el TGF3 que induce la expresion de pl5,
p21 y p27 (los mismos CKIls reprimidos por c-myc), esta situacion también se encuentra en
aproximadamente 80 % de los tumores cervicales y por ultimo cabe mencionar que el gen p53
se encuentra mutado en la mitad de los canceres humanos conocidos (higado, piel, pulmén,

etc.) y la pérdida de la funcién de éste deja a las ceélulas sin un mecanismo para inhibir el



desarrollo de tumores y, por lo tanto, frente a un dafio en el ADN que active un oncogén, las
células no podrian detener su ciclo proliferativo y corregir el dafio o morir por apoptosis. Cuando
solo un alelo de p53 se encuentra mutado (proveniente del padre o la madre) su portador es
susceptible a desarrollar algun tipo de cancer (mama, osteosarcoma, etc.), esta condicion se
conoce como sindrome de Li-Fraumeni y el desarrollo del tumor dependera del tejido en el que
se produzca la segunda mutacién que anule al alelo funcional ya que las mutaciones del gen
p53 se reflejan en una proteina que no se degrada rapidamente y ademas inactiva a la proteina
p53 silvestre al formar complejos multiméricos con ella (Quezada, 2007).

El ciclo celular es una red compleja controlada por un sistema de sefalizacion. Este
sistema de sefalizacion celular determina las opciones que estan disponibles cuando la célula
sale del ciclo celular; pueden seguir cuatro vias posibles, dando lugar a destinos diferentes:
senescencia, apoptosis, diferenciacion y proliferacion celular. El enlace intimo entre el ciclo
celular, la senescencia, la regulacion de la apoptosis, el desarrollo del cancer y las respuestas
tumorales para el tratamiento del cancer, se ha convertido en un tdpico importante de
investigacion. Una amplia investigacidon sobre los genes supresores de tumores, oncogenes, el
ciclo celular y los genes reguladores de la apoptosis ha puesto de manifiesto cémo las vias de
sefalizacion para deteccién de dafios en el ADN estan ligadas a la proliferacion, la detencion
del ciclo celular, senescencia y apoptosis celular. El ciclo celular es un proceso altamente
complejo que requiere de una alta precision en los puntos de control, para evitar duplicaciones
innecesarias del ADN, asi como impedir que una célula que presente un dafio en el ADN
continle duplicAndose, ya que esto puede conducir a la formacion de células tumorales
(Lagunas et al., 2014).

Muerte celular

Aunque existen diferentes tipos de muerte celular, actualmente solo se han estudiado
con mayor profundidad, la muerte apoptotica y la muerte necrotica. La necrosis se caracteriza
por conducir a respuestas de tipo inflamatorio en las células, la alteracion y desintegracion
rapida de la membrana plasmatica, la fragmentacién del ADN en fragmentos de diversos
tamafios, etc., mientras que durante la apoptosis las células se someten a la contraccion
citoplasmatica y nuclear, la cromatina se condensa y se fragmenta, y las células son finalmente

divididas en varios cuerpos rodeados de membrana (cuerpos apoptoticos) (Zahran et al., 2014).



Apoptosis

Los organismos multicelulares han desarrollado un mecanismo de autodestruccién para
eliminar a las células infectadas, dafiadas y no deseadas, para que el conjunto pueda sobrevivir
mejor. Esta muerte celular programada sigue patrones especificos tales como encogimiento de
la célula, marginacion de la cromatina, y fragmentacion nuclear y fue denominada como
apoptosis. Hemos sido testigos de un progreso explosivo en las ultimas dos décadas en el
campo, no sélo porque la apoptosis es un mecanismo evolutivamente conservado que gobierna
la escultura corporal normal, la homeostasis, la defensa contra la invasién patégena y el estrés
genotoxico, sino también porque la desregulacion de la apoptosis conduce al cancer y a la
inmunidad (Wang y Youle, 2009).

La apoptosis elimina las células con ADN dafado, tejidos infectados, regula ciertas células
del sistema inmunitario (los linfocitos B y linfocitos T) para evitar un autoataque, es parte integral
del desarrollo de los tejidos, regula la cantidad de células que componen un 6rgano o tejido,
mantiene la homeostasis mediante la actividad coordinada de los productos de genes que
regulan la muerte celular. Existen proteinas complejas que involucran “sensores” que detectan
el dafio al ADN y transmiten las sefales a las proteinas “transductoras” que, a su vez, transmiten
las sefales a numerosas proteinas “efectoras” implicadas en las vias celulares especificas,
incluidos los mecanismos de reparacién del ADN, los puntos de control del ciclo celular, la
senescencia y la apoptosis. La familia de proteinas Bcl-2 se encuentra entre los mas
importantes reguladores de la apoptosis y lleva a cabo las funciones vitales para decidir si una
célula vive o muere, incluso después de la quimioterapia y la radiacién (Lagunas, 2014).

La apoptosis es un proceso activo en el que se consume ATP mediado primordialmente por
caspasas (cisteinil-aspartato proteasas). Las caspasas se activan después de la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial, la activacion de receptores con dominios de
muerte capaces de reclutar procaspasas y la acumulacion de proteinas mal plegadas en el
reticulo endoplasmatico. En cuanto a los cambios morfoldgicos, la apoptosis se caracteriza por
condensacion de la cromatina y fragmentacion del ndcleo y del ADN, dando origen a los cuerpos
apoptoéticos que contienen material celular degradado. La apoptosis es esencial para el
desarrollo y homeostasis de los tejidos, participa en la respuesta inmune y en general en todos
los procesos fisiologicos (Tabla 1) a diferencia de la necrosis; en la mayoria de los casos la

apoptosis no desencadena una respuesta inflamatoria.



Necrosis

En la necrosis hay ganancia de volumen celular (oncosis), ruptura de la membrana
plasmatica y salida del material intracelular. Desde el punto de vista morfolégico se le ha
definido como el espectro de cambios post mortem en un tejido por la accion progresiva de
enzimas propias de las estructuras lesionadas. El aspecto de las células necroéticas resulta de
la desnaturalizacion de proteinas y de la digestion enzimatica autolitica o heterolitica. Por
microscopia electrénica se observan soluciones de continuidad en las membranas plasmaticas
y los organelos, asi como marcada dilatacion mitocondrial con apariencia de grandes
densidades amorfas. Los andlisis histologicos evidencian células eosinofilicas por la unién mas
fuerte de la eosina con las proteinas citoplasmaticas desnaturalizadas y por la pérdida de la
basofili a del citoplasma debida a los &cidos nucleicos. Los cambios nucleares se deben a la
fragmentacion inesperada del ADN, entre ellos se han descrito picnosis nuclear o pérdida de
volumen, ligera condensacion del ADN, aumento de la basofilia nuclear llamada cariorrexis y
cariolisis cuando ya no se detecta estructura cromatinica (Ramirez y Rojas, 2010).

La acumulacion celular puede resultar del aumento de la proliferacion celular o el fallo
en la apoptosis en respuesta a estimulos adecuados y ocurre en los llamados desordenes
proliferativos. Entre las enfermedades que se caracterizan por acumulacion celular o aumento
del nimero de células estan las enfermedades autoinmunes, algunas infecciones virales y el

cancer (Sanchez, 2001).

Caracteristica Apoptosks Necrosis

Estimulo Fisiol dgico Fisioldgico y patoldgico
Efecto Seledtivo sobre |2 célula Afecta al tejido ciroundante
Reversibilidad Hasta la activadiin de las nuceasas Iewversible, hay sensibilidad entre tejidos
Actividad de endonudeasas Temprana Post mértem

Morfologia celular Proyecciones digitiformes y cuerpos apoptdtices Turgendia celular

(rganelas Turgencia tardia Turgencia rapida

Nideo Carirmexis Diversos patrones
(romatina Condensacién periférica Condensaddn ligera, lisis
Fragmentacion del ADN Intemudeosomal argznizada Aleatonia

Remocidn y fagocitosis Antesdelalisis Tardia e incompleta
Inflamacidn Ausente, exgepto piroptosis Heterolisis, Hsp

Autofagia Imicia La apoptosis Ausente

Cicatrizacidn Ausente Fibrosis

ATP Dependiente de ATP Disminuido

(aldio Permeabilidad mitocondrial Favorece la nemosis
(spasas Dependiente Independiente

Tabla 1. Diferencias bésicas entre Apoptosis y Necrosis (figura tomada de Ramirez y Rojas, 2010).



Céancer

Una falla en la regulacién en el mecanismo de control del ciclo celular lleva a una
proliferacion celular excesiva y como consecuencia a la aparicion del cancer. El cancer resulta
de mudltiples alteraciones genéticas en los genes que controlan la proliferacion celular, la
diferenciacion o la apoptosis. Existen dos grupos de genes que pueden ocasionar cancer: 1) los
oncogenes, que son genes mutados y cuya funcién normal es estimular la proliferacion celular
y 2) las proteinas supresoras de tumores, que restringen el crecimiento. La mayoria de las
enfermedades malignas muestran defectos en al menos una de las proteinas reguladoras del
ciclo celular (Lopez, 2003).
Las células cancerosas difieren de las células normales en muchas e importantes
caracteristicas. Estas incluyen la pérdida parcial de la diferenciacion, la autosuficiencia en las
sefales de crecimiento, el potencial de replicacion sin limites y la disminucion de sensibilidad a
los farmacos (Hanahan et al., 2000). La progresion del cancer es a menudo concebida y
presentada como la transformacion de una célula a través del tiempo a partir de un fenotipo
benigno en una entidad invasiva. Las células neoplasicas pueden invadir los tejidos vecinos y
pueden diseminarse a otras partes del cuerpo, proceso llamado metastasis (National Cancer
Institute, 2012). Las etapas de esta transformacién estan marcadas por una gran variedad de
puntos de control genético e histopatolégico, incluyendo la amplificacion o la inactivacion de
genes especificos, la expresion de marcadores de tumores, alteraciones en el fenotipo de la
célula y la arquitectura del tejido (Kumar et al., 2009). La carcinogénesis es un proceso
multifactorial en el que hay una interaccién entre factores hereditarios, genéticos y ambientales
gue conducen al crecimiento celular descontrolado (Algranti et al., 2010). El dafio del ADN y las
mutaciones posteriores son los eventos clave en la iniciaciéon del proceso de la carcinogénesis,
gue en Ultima instancia conduce a la enfermedad (Preston et al., 2005).
Se han descrito mas de 100 formas distintas de cancer. Los mas frecuentes son los llamados
carcinomas, que constituyen cerca del 90% de los canceres y que se generan en los epitelios;
entre ellos, los mas comunes son los que afectan al pulmon, al intestino grueso, mama, Utero y
cérvix (Boticario, 2005). En mujeres de edad madura hasta la vejez una de las principales
causas de muerte es el cancer (Figura 1) y dentro de estos tumores malignos, se destacan el
cancer de mama y el cancer cervicouterino, mientras que en hombres (Figura 2) el cancer de
prostata y pulmon (INEGI, 2011).



Las nuevas cifras publicadas en la primer semana de febrero de 2017 por la OMS sefalan que

cada afio mueren de cancer 8,8 millones de personas, en su mayoria en los paises de ingresos
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bajos y medianos; causando hoy en dia casi una sexta parte de la mortalidad mundial. Cada
afo se diagnostica algun cancer a mas de 14 millones de personas, cifra que, segun se preve,
ascendera a 21 millones para 2030. Los distintos tipos de cancer, junto con la diabetes, las
enfermedades cardiovasculares y las enfermedades pulmonares crénicas, se denominan
también enfermedades no transmisibles (ENT), que causaron 40 millones (70%) de los 56
millones de muertes que se registraron en 2015. Mas del 40% de las personas que murieron de

Incidencia Mortalidad

= Prostata

= Pulmon

= Colon y recto
Estomago

s Leucemia

= Higado

= Linfoma no Hodgkin

= Cerebro

= Rifién
= Otros e inespecificado
Figura 2. % de Incidencia y Mortalidad en hombres mexicanos, tomada y modificada de

http://www.infocancer.org.mx/hombres-con779i0.html



alguna ENT tenian menos de 70 afios (OMS, 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que la principal causa de muerte en el
mundo durante 2008 fue el cancer, con 7.6 millones de casos, lo cual equivale al 13% de todas
las muertes a nivel mundial, de las cuales mas del 72% se registran en paises de ingresos bajos
y medios, principalmente por cancer de pulmén, estbmago, higado, colon y mama. En México
durante 2009, murieron 65 de cada 100 mil personas a consecuencia de tumores malignos
(INEGI, 2012).

En México durante 2015, 12 de cada 100 personas que murieron fue a consecuencia de tumores
malignos, siendo la tercer causa de mortalidad (INEGI, 2015).

Se prevé que entre 2007 y 2030, aumentara 45% la mortalidad por cancer a nivel mundial, pues
se estima que pasara de 7.6 a 11.5 millones de defunciones por afio, resultado del crecimiento
demografico y el envejecimiento de la poblacion; ademas, se estima que durante el mismo

periodo el numero de casos nuevos de cancer aumentara de 11.3 a 15.5 millones (OMS, 2011).

Cancer cervicouterino

Cada afio surgen en todo el mundo aproximadamente medio millon de casos nuevos
de cancer cervicouterino, enfermedad que puede llegar a ocasionar la muerte de mujeres a
consecuencia de esta neoplasia. En México el cancer cervicouterino (CaCU) es una de las
principales causas de muerte en mujeres, generando una mayor tasa de mortalidad en los
estados de Chiapas, Campeche, Veracruz, Quintana Roo, Tamaulipas, Morelos, Yucatan,
Guerrero, Nayarit y Oaxaca (INEGI, 2011). México presenta un cumulo de factores de riesgo
para el CaCU, la prevalencia del Virus del Papiloma Humano (VPH) afecta hasta el 15% de las
mujeres mayores de 35 aflos de edad (Alonso et al., 2005). Entre los factores de riesgo que se
relacionan con el CaCU son: infeccion con virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo, el
inicio temprano de la vida sexual, el uso de anticonceptivos hormonales, y el tabaquismo
(Tirado, et al., 2005). En los ultimos afos se ha logrado una marcada declinacion en la
mortalidad gracias a la prueba de Papanicolaou (Serman, 2002). Los tratamientos que se
utilizan actualmente como son la cirugia, radioterapia, quimioterapia y vacunas para tratar el
cancer cervicouterino, han tenido buenos resultados, sin embargo el efecto citotoxico generado

en las quimio y radioterapias ocasionan efectos secundarios en la salud de las pacientes,




reduciendo la calidad de vida de éstas, ocasionado por el dafio realizado a las células normales.
Debido a esta razon, la busqueda de nuevos compuestos con actividad antitumoral, continda
(Tirado, et al., 2005).

Cancer de mama

En México, el cancer de mama ocupa en la actualidad el primer lugar en incidencia de
las neoplasias malignas en las mujeres, representa 11.34% de todos los casos de céancer, hay
un incremento global de aproximadamente 1.5% anual, sin embargo, en los paises de economia
emergente, este incremento es alrededor de 5%. El grupo de edad mas afectado se encuentra
entre los 40 y los 59 afios de edad. La mortalidad por cancer mamario se ha incrementado en
10.9% relativo en los ultimos afios, de 13.06 en 1990 a 14.49 en el afio 2000.
El cAncer de mama en etapas iniciales se presenta de manera subclinica en la mayoria de los
casos, es decir que solamente es detectable por estudios de imagen (mastografia, ultrasonido
y resonancia magnética), en menor proporcion por clinica (tumores palpables); sin embargo,
otra forma de presentacion comun es como un tumor no doloroso que hasta en 30% se asocia
a adenopatias axilares. Los tumores localmente avanzados en nuestro pais representan 70%
de las etapas clinicas al diagndstico, pueden incluir cambios cutaneos como edema, ulceracion,
cutanides, asi como afectacion de ganglios como los supra e infraclaviculares homolaterales.
El carcinoma inflamatorio de la mama, un tipo de presentacion poco comun pero de mal
prondstico y que por lo general progresa rdpidamente, se caracteriza por una induracion difusa
de la mama con eritema, edema y aumento de la temperatura local en al menos un tercio de la
glandula, en la mayoria de los casos no existe una tumoracion franca palpable. Todavia menos
frecuente es el diagndstico de cancer de mama por los sintomas de la metastasis y no por el
tumor primario. Es de suma importancia tener en cuenta dentro del abordaje diagnéstico los
factores de riesgo del paciente, sus condiciones generales y antecedentes heredo-familiares
(Arce et al., 2011).

Céancer de pulmon
En México, al igual que en los paises desarrollados, el cancer de pulmén es uno de los
mas frecuentes y la evolucién y prondstico de la enfermedad es mas grave cuando se torna

metastasico, es por eso, que la deteccion oportuna de esta entidad ha tomado tanta importancia.



El cancer pulmonar es un tumor maligno que se desarrolla a partir de células, tanto pulmonares
como bronquiales y fue considerado hasta mediados del siglo pasado como una enfermedad
poco frecuente. A partir de 1930 su frecuencia ha aumentado y en la actualidad es el tumor
maligno mas frecuente en el mundo. Diversos autores denotan un incremento en la frecuencia
del cancer de pulmén en México en décadas recientes. Actualmente en nuestro pais se
encuentra entre las tres principales causas de muerte por tumores malignos en adultos mayores
de 35 afios y es mas frecuente en varones, aunque se ha reportado un incremento mundial en
los casos en mujeres (Moctezuma y Patifio, 2009). El cancer de pulmon es una enfermedad
mortal cuando se diagnostica en estadios clinicos avanzados. Lamentablemente, debido a los
sintomas inespecificos de esta enfermedad en sus estadios tempranos, para cuando los
pacientes acuden a la consulta, generalmente el cancer de pulmon se encuentra en estadio I1IB
o IV, que implica una pobre sobrevida a cinco afnos; es por ello que las tendencias actuales y a
futuro, respecto al cancer de pulmén estan dirigidas a realizar politicas de prevenciéon en la
poblacién; a promover estilos de vida saludables; a fomentar el cese del consumo de tabaco,
particularmente en jovenes y adultos jévenes; a difundir la practica habitual de ejercicio y llevar
una dieta saludable; a evitar el contacto con humo de segunda mano; a evitar exponerse a
toxicos ambientales, y a promover los cuidados y la proteccion ocupacional frente a
cancerigenos. Por otro lado, los nuevos conocimientos moleculares y genéticos, el desarrollo
tecnoldgico, las nuevas evidencias epidemiolégicas, los nuevos modelos de diagndéstico y las
nuevas armas terapéuticas han permitido un mejor control de la enfermedad, con perspectivas

de encontrar una solucién favorable en un plazo mediato (Amorin, 2013).

El cancer representa la pérdida del control de la proliferacion en un determinado tipo
celular. Es un fenotipo multiple en donde se presentan defectos en cientos, si ho es que en
miles de genes, que llevan a una enfermedad invasiva y letal, sin embargo, en la actualidad se
estd realizando investigacion en la busqueda de drogas anticancerigenas que puedan en

determinado momento modular a las moléculas que controlan el ciclo celular (Lopez, 2003).



Diagndstico y tratamiento del Cancer

A pesar de grandes avances en muchas areas de la medicina moderna en los ultimos
100 afios, el éxito de los tratamientos contra el cancer sigue siendo un reto importante para el
principio del siglo XXI (Xueling et al., 2006).
El proceso de diagnostico del cancer implica un trabajo multidisciplinario, la historia clinica, el
examen fisico, los signos y sintomas actuales aportan importante informacion para el
diagnostico y para la planificacién de los cuidados y del tratamiento. El proceso diagnostico se
inicia con la determinacion de la causa de los sintomas, para esto se pueden utilizar multiples
procedimientos, adecuados a cada caso en particular; inicialmente se emplean los
procedimientos menos invasivos, progresando en la complejidad de los mismos; después de
establecer la presencia de un tumor, pueden realizarse mas estudios para determinar el estadio,
tales como estudios radiolégicos, Resonancia Magnética Nuclear, ecografia, centellograma,
tomografia de emision de positrones, radioinmunoconjugados, endoscopia, estudios de
laboratorio, marcadores tumorales, graduacion, citologia, biopsia y estadificacion. Una vez
hecho el diagnéstico, el tratamiento depende de la histologia y de la extension de la enfermedad.
El tratamiento del cancer se basa, segun los casos, en el empleo aislado, simultaneo o sucesivo
de la cirugia, la radioterapia (de manera local), y la quimioterapia, a las que en algunas
ocasiones se afiaden la inmunoterapia y la hormonoterapia (de manera sistémica).

A. Cirugia. Constituye la modalidad terapéutica mas frecuentemente utilizada, ya sea en
forma aislada o, bien, en combinacion con otros métodos. La cirugia oncoldgica
desempeiia un papel insustituible en el tratamiento del tumor primario y, en algunas
localizaciones metastasicas, la adecuada terapéutica primaria con un definitivo
tratamiento quirdrgico y el manejo de otras estrategias esenciales permiten el control del
tumor y mejorar la calidad de vida del paciente. El periodo mas critico que atraviesa el
paciente quirdrgico comprende desde la induccién anestésica hasta las primeras 48
horas. Durante este periodo se pueden producir complicaciones graves por fallo en el
mantenimiento ventilatorio, aspiracion del contenido gastrico, arritmias cardiacas,
depresion miocardica por farmacos e hipotensiéon progresiva debida a hemorragia, entre
otras.

B. Radioterapia. Consiste en la aplicacion controlada de radiaciones ionizantes aplicadas

de forma local, para lo que se utilizan diversos métodos y tecnologias; puede afectar los



tejidos sanos cercanos al area de tratamiento y, como consecuencia, pueden aparecer
efectos secundarios tales como cansancio, reacciones en la piel, caida del pelo y
mucositis; son dificiles de prever con exactitud, ya que dependen de multiples factores,
como son la zona del organismo donde se realiza el tratamiento, la dosis, el
fraccionamiento y la susceptibilidad individual de cada persona.

. Quimioterapia. Consiste en la administracion de medicamentos antineoplasicos para
tratar el cAncer. Los efectos secundarios incluyen nauseas, vomito, estomatitis, mucositis
rectal y/o vaginal, alteracion del gusto, estrefiimiento, alopecia y cambios de la piel.
Algunos de los farmacos mayormente utilizados son el Cisplatino de accién
farmacoldgica alquilante cuyo efecto se deriva de la inhibicion de la sintesis de ADN y
activa la apoptosis teniendo como efecto adverso la toxicidad renal, auditiva y
hematoldgica; Paclitaxel (Taxol) de accién farmacoldgica antimicro-tibulo bloquea la
mitosis e inhibe la proliferacion celular y contribuye a la apoptosis, sus signos y sintomas
son hipertension o hipotensién, aumento de la temperatura y el pulso, desasosiego,
broncoespasmos, enrojecimiento facial y urticaria.

Bioterapia o inmunoterapia. Puede ser eficaz sola 0 en combinacion con cirugia,
guimioterapia y radioterapia. El tratamiento biol6gico, o tratamiento modificador de la
respuesta bioldgica, consiste en agentes que modifican la relacion entre el huésped y el
tumor, al alterar la respuesta biolégica del huésped a las células tumorales. Los farmacos
biolégicos afectan la respuesta huésped-tumor de tres maneras: 1) Tienen efectos
antitumorales directos, 2) Restauran, aumentan o modulan los mecanismos del sistema
inmunitario del huésped. 3) Tienen otros efectos biol6gicos como la interferencia, con la
capacidad de las células cancerosas para metastatizar o diferenciarse.

Hormonoterapia. La terapia hormonal como tratamiento para el cancer puede significar
tomar medicamentos que interfieren con la actividad de la hormona o detienen la
produccion de éstas. Las hormonas son sustancias quimicas producidas por glandulas,
como los ovarios y los testiculos y ayudan a algunos tipos de células cancerosas para
crecer, como el cancer de mama y el de prostata y en otros casos, las hormonas pueden
matar las células cancerosas, enlentecer o detener su crecimiento. Los efectos
secundarios pueden variar dependiendo del tipo de terapia hormonal y pueden ser

graves, moderados o ausentes (Aibar et al., 2011).



Para el 2016 segun la American Cancer Society los medicamentos mas comunes usados para

la quimioterapia adyuvante y neoadyuvante de cancer de mama incluyen:

e Antraciclinas, como la doxorrubicina (Adriamycin) y | epirrubicina (Ellence)
e Taxanos, como el paclitaxel (taxol) y el docetaxel (Taxotere)

e 5-fluorouracilo (5-FU)

e Ciclofosfamina (Cytoxan)

o Carboplatino (Paraplatin)

Los medicamentos que se utilizan con mas frecuencia para tratar el cancer cervicouterino

avanzado incluyen:
e Cisplatino
e Carboplatino
e Paclitaxel (Taxol)
e Topotecan

e Gemcitabina (Gemzar)

Para el cancer de pulmén microcitico en etapa avanzada la combinacion de quimioterapia mas

comun es etopésido mas cisplatino o carboplatino.

Debido a que es dificil descubrir nuevos agentes que eliminen selectivamente las
células tumorales o inhiban su proliferacion sin la toxicidad general, el uso de la quimioterapia
contra el cancer tradicional, es todavia muy limitada (Xueling et al., 2006). El ADN es uno de
los blancos farmacol6gicos mas esenciales de muchos farmacos en uso clinico; moléculas
pequefias que se unen al ADN han demostrado ser efectivos agentes terapéuticos antivirales,
antibacterianos y anticancerigenos. Muchas, pequefias moléculas interactian con el ADN a
través de (i) la intercalacion; (ii) unién a la superficie; (iii) union al surco menor, y (iv) union al
surco mayor. Una clase importante de farmacos en terapia contra el cancer son intercaladores
de ADN vy el estudio de la interaccion de tales agentes con el ADN, en particular su base
estructural, podria ofrecer nuevas ideas sobre el disefio de nuevos farmacos contra el cancer.
La mayoria de las veces se requiere de la combinacion de las terapias para obtener éxito, y
éstas son eficientes en estadios tempranos de la enfermedad. Sin embargo, se generan efectos

secundarios en el paciente, como pérdida de cabello, irritabilidad, vomito, mareo, etc.; estos



tratamientos son incapaces de destruir selectivamente a las células cancerosas sin dafiar en
forma simultdnea a las células normales. Por ello, ante esta situacion, se buscan nuevos
tratamientos y medidas de prevencion que permitan una mejor calidad de vida del paciente.
Entre las nuevas alternativas para contrarrestar el caAncer se buscan compuestos que tengan
potencial antiproliferativo con accion selectiva.

Actualmente se han encontrado compuestos conocidos o aplicados en ciertas
patologias no tumorales, presentan actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis en
pruebas in vitro. Un ejemplo de estos compuestos son los Ditiocarbamatos, particularmente el
Disulfiram (DSF), droga que ha sido utilizada por décadas en el tratamiento del abuso del
alcohol, inhibiendo la enzima aldehido deshidrogenasa y recientemente propuesto como un

agente anticancerigeno al igual que sus metabolitos (Chen et al., 2006).

Agentes antiproliferativos

Se han descrito farmacos conocidos que aparte de ser aplicados para una patologia
especifica, presentan actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis en diferentes lineas
celulares de cancer; un ejemplo es el acido acetilsalicilico, que ademéas de ser un
antinflamatorio, tiene actividad de prevencion para el cancer de colon (Markowitz, 2007), o el
diclofenaco, una droga antinflamatoria que se le ha encontrado actividad antiproliferativa en
lineas celulares de cancer de colon (Smirnova et al., 2012). Actualmente ha surgido un fuerte
interés en el Disulfiram, (droga que pertenece a los ditiocarbamatos, el cual se utiliza para el
tratamiento del alcoholismo), debido a su descripcibn como compuesto con actividad

antiproliferativa en diferentes tipos de cancer (Cen et al., 2002).

Ditiocarbamatos

Los ditiocarbamatos son una clase comun de moléculas organicas que muestran una

amplia gama de actividades
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valiosos efectos biologicos, incluyendo actividad antibacteriana, actividad antifingica,
capacidad de quelar metales pesados; potentes inductores enzimaticos de fase Il que podrian
ser utilizados como agente quimiopreventivo de cancer. El acido ditiocarbdmico representa un
nuevo tipo de compuesto con una estructura novedosa, actividad anticancerigena significativa
y muy baja toxicidad. (Xueling et al., 2006).

Ademas de los ditiocarbamatos libres de metal, una serie de metales complejos de
ditiocarbamatos que poseen actividades contra el cancer, incluyendo la de zinc, hierro, rutenio,
cobre y, en particular, de oro, han sido identificados en los ultimos veinte afios (Wai-Yin Sun et
al., 2016).

Disulfiram (DSF)

Miembro de la familia de los ditiocarbamatos, los cuales son una clase de
metalquelante, con varias aplicaciones como, el tratamiento de infecciones por bacterias u
hongos, ademés de actuar como antioxidante (Khan et al., 2007).

El disulfiram (DSF) es un miembro de la familia de los ditiocarbamatos (fig. 4) que comprende
una amplia clase de moléculas que CH.
poseen un grupo funcional RIR2NC s

(S) SR3, que les da la capacidad de H

metales complejos y reaccionan Hac/\u/\s/s\/N\/CH
con grupos sulfhidrilo. EI DSF es un H

inhibidor irreversible de la aldehido J s

deshidrogenasa y es uno de los dos HsC

farmacos aprobados por la Food Figura 4. Estructura de Disulfiram (DSF).

and Drug Administration (FDA) para el tratamiento del alcoholismo. Los ensayos clinicos han
demostrado la eficacia del DSF sin presentar toxicidad. Varios estudios han demostrado que el
DSF y sus metabolitos pueden potenciar el efecto de algunos farmacos contra el cancer, sin
embargo, los mecanismos precisos aun son desconocidos.

El DSF es capaz de unirse al cobre y formar un nuevo complejo, con actividad
inhibidora del proteosoma, ademas de inducir apoptosis en células de cancer de mama. El DSF
aplicado en ratones portadores de xenoinjertos con MDA-MB-231, linea celular de cancer de

mama humano, inhibe potentemente el crecimiento tumoral, asociado con la inhibicién in vivo




del proteasoma y la muerte celular apoptética (Chen et al., 2006). Estos resultados han
generado en muchos grupos de investigacion, la sintesis de nuevos ditiocarbamatos, con el
proposito de encontrar nuevos compuestos con actividad antiproliferativa e inductores de
apoptosis, para ser evaluados como agentes anticancerigenos con potencial terapéutico. Al
respecto, el grupo de trabajo del Dr. Ignacio Regla y el Dr. Sujay Laskar, del laboratorio de
sintesis de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, sintetizaron los ditiocarbamatos SL-
29, SL-11 y SL-12; el SL-29 presenta la estructura general Tert-butyl (1S,4S)-5-
((methylthio)carbonothioyl)-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxylate (fig. 5) y a partir de
éste, se obtienen los compuestos SL-11 y SL-12, adicionando un grupo carbonotioil benciltio
para el LS-11 (fig. 6) y un carbonotioil piridina-2-ilmetil tio para el LS-12 (fig. 7), de los cuales se
desconoce su actividad antiproliferativa y necrotica. En este sentido, este trabajo tiene el
propésito de evaluar la actividad antiproliferativa y necrética de estos compuestos en células

tumorales.
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Figura 5. Tert-butyl (1S,4S)-5-((methylthio)carbonothioyl)-
2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxylate (SL-29).
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Figura 6. Tert-butyl (1S,4S)-5-((benzylthio)carbonothioyl)- Figura 7. Tert-butyl (1S,4S)-5-(((pyridin-2-ylmethyl)thio)

2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxylate (LS-11). carbonothioyl)-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-
carboxylate (LS-12).




Planteamiento del problema

Los tratamientos contra el cancer como la quimioterapia y la radioterapia, son ineficientes en
etapas avanzadas de esta enfermedad, altamente agresivas y muestran poca selectividad,
ademas de ser fuertemente citotdxicos (necroticos), generando la necesidad de buscar nuevas
estrategias basadas en compuestos que presenten actividad antiproliferativa de baja o nula
citotoxicidad y con accién selectiva.

Muchas de las terapias actuales contra el cAncer estan limitadas por la gravedad y frecuencia
de los efectos secundarios adversos y existe una alta demanda de alternativas no toxicas. Una
fuente de nuevas terapias puede ser a través de la utilizacion de farmacos aprobados
clinicamente, en los que la seguridad y sus efectos colaterales ya han sido demostrados. Un
ejemplo claro es el ditiocarbamato Disulfiram el cual tiene una larga historia como elemento
disuasivo del alcohol, sin embargo, tiene efectos anti-cancerigenos demostrados en una gama
de hematomas malignos. La actividad biolégica del disulfiram se atribuye a su capacidad para
unir cationes divalentes y perturbar los procesos dependientes de los metales (Wiggins et al.,
2014). Por ello, en este trabajo, la actividad antiproliferativa y citotoxica de los ditiocarbamatos
SL-29, SL-11 y SL-12 fueron evaluados in vitro.




Justificacion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) prevé que entre 2007 y 2030, aumentara 45% la
mortalidad por cancer a nivel mundial, pues se estima que pasard de 7.6 a 11.5 millones de
defunciones por afio, resultado del crecimiento demografico y el envejecimiento de la poblacion;
ademas, se estima que durante el mismo periodo el nUmero de casos nuevos de cancer
aumentara de 11.3 a 15.5 millones.

A nivel mundial en 2015, los tumores malignos de prostata, pulmon, colorrectal, estomago e
higado son los mas comunes entre los varones, mientras que en las mujeres son los de mama,

cérvix, colorrectal, estbmago y pulmon (INEGI, 2016).




Hipotesis

Se ha descrito que numerosos compuestos de la familia de los ditiocarbamatos presentan
actividad antiproliferativa, citotoxica y apoptotica en lineas celulares tumorales, donde la
presencia de la molécula (1S,4S)-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane (DBH) en los compuestos,
incrementa la actividad biol6gica. También se ha descrito que los grupos funcionales bencilo o
la piridina, le dan al compuesto una mayor potencia. Al respecto, los compuestos Tert-butyl
(1S,4S)-5-((benzylthio)carbonothioyl)-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxylate (LS-11), el
Tert-butyl (1S,4S)-5-(((pyridin-2-ylmethyl)thio)carbonothioyl)-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-
carboxylate (LS-12) y el Tert-butyl (1S,4S)-5-((methylthio)carbonothioyl)-2,5-
diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxylate (SL-29), presentan la molécula DBH, ademas, el LS-
11 y 12 presentan un grupo tiobencilo y una metil-piridina respectivamente, generando la
posibilidad de que estos compuestos presenten una mayor actividad antiproliferativa en lineas

celulares tumorales.




Objetivo General:

Evaluar la actividad antiproliferativa y necrotica, de los ditiocarbamatos tert-butyl (1S,4S)-
5-((methylthio)carbonothioyl)-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxylate (SL-29), tert-
butyl (1S,4S)-5-((benzylthio)carbonothioyl)-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxylate
(LS-11) y tert-butyl (1S,4S)-5-(((pyridin-2-yImethyl)thio)carbonothioyl)-2,5-
diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxylate (LS-12) en las lineas tumorales CaSki (cancer
cervicouterino), MDA-MB-231 (cancer de mama) y SK-Lu-1 (cancer de pulmén) asi como

en cultivos de células linfociticas no tumorales.

Objetivos especificos:

1. Evaluar la actividad antiproliferativa, de los compuestos LS-29, LS-11 y LS-12 en las
lineas celulares CaSki, MDA-MB-231 y SK-Lu-1, expresada como la concentracion
requerida del compuesto para abatir en un 50 % el numero celular (Clso).

2. Determinar la actividad necrdética, de los compuestos LS-29, LS-11yLS-12 en las lineas
celulares CaSki, MDA-MB-231 y SK-Lu-1, mediante la deteccién de la actividad de la
enzima citoplasmatica LDH en los sobrenadantes celulares.

3. Establecer sila actividad antiproliferativa presente en los compuestos LS-29, LS-11y LS-
12 (ICso0), afecta el potencial proliferativo de células linfociticas, mediante la técnica de
marcaje con carboxifluoresceina, cuantificada por citometria de flujo.

4. Valorar si los compuestos LS-29, LS-11 y LS-12 a las concentraciones de ICso, inducen
muerte necroética en células linfociticas, mediante la técnica de actividad enzimatica de

LDH en los sobrenadantes celulares.




Método

Cultivo de células tumorales de cancer cervicouterino, mamay pulmén.

Todos los procedimientos se realizaron en una campana de flujo laminar, en condiciones
estériles. La linea celular CaSki proveniente de CaCu fue sembrada en cajas petri de cristal de
100 mm de diametro (Pirex USA) con 10 ml de medio de cultivo RPMI-1640 (1640 del Roswell
Park Memorial Institute; GIBCO, USA), suplementado con L-glutamina, bencilpenicilina
(Gruunenthal, MEX) y NCS (suero de neonato de ternera; GIBCO, USA) al 5%, previamente
desactivado a 56°C durante 30 minutos. La linea celular MDA-MB-231 proveniente de cancer
de mama y la linea celular SK-LU-1 proveniente de cancer de pulmon fueron sembradas del
mismo modo antes mencionado.

Los cultivos se mantuvieron incubados a una temperatura de 37 °C y 5% CO2, a una atmaosfera
hameda a punto de rocio en incubadora (Nuaire, USA) durante 24 h. Para realizar las pruebas
biologicas, las células fueron tomadas de cultivos a una densidad del 70% en fase de

proliferacion.

Cultivo de células no tumorales (linfocitos)

En tubos Vacutainer con EDTA (BD, USA), fueron obtenidos 20 ml de sangre periférica de un
voluntario sano. Se colocaron 5 ml de Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, USA) y 5 ml de sangre
en tubos coénicos de vidrio (Pirex, USA) dando un total de 4 tubos; se cubrieron con papel
aluminio y fueron centrifugados (Centrifuga; Dinac, USA), a una velocidad inicial de 300 rpm
aumentando 300 rpm cada 2 minutos hasta llegar a 1500 rpm, después de lo cual se dejaron
centrifugando por 25 minutos adicionales. Con ayuda de la pipeta de 1000 pl se retir6 el plasma
y se colecto el anillo de leucocitos cuidadosamente; posteriormente, el paquete celular obtenido
de cada tubo fue transferido a otro tubo limpio para ser resuspendido con 10 ml de PBS,
realizandose lo anterior con los otros 3 tubos. Nuevamente las células se centrifugaron a 1500
rpom durante 5 minutos para retirar el sobrenadante y fueron resuspendidas en 1 ml de RPMI-
1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB; Hyclone, USA) anticipadamente
desactivado, las células fueron concentradas a un solo tubo (volumen total de 4 ml). Se
sembraron las células en una caja Petri de 100 mm (Pirex, USA), en un volumen total de 10 ml

de RPMI-1640 suplementado con 20% de SFB, y se incubaron durante 1 hora. Transcurrido el




tiempo, se cosecharon todas las células que permanecieron en suspension, en un tubo de vidrio
de fondo conico. Se centrifugd la suspension celular a 1500 rpm durante 5 minutos, se retiro el
sobrenadante y se resuspendié nuevamente el boton celular en 5 ml de RPMI-1640 sin suero.
Consecutivamente, se tomo una alicuota de 20 ul y se determiné el nUmero celular con ayuda

de la camara de Neubauer.

Compuestos LS-29, LS-11y LS-12

Los compuestos (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano-ditiocarbamatos SL-29, SL-11y SL-12
fueron sintetizados por el Dr. Sujay Laskar, con la colaboracién del Dr. Ignacio Regla Contreras,
en el Laboratorio de Sintesis de Farmacos de la Unidad Multidisciplinaria de Estudios
Superiores Zaragoza en la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.

El compuesto tert-butilo (1S,4S)-5-((metiltio)carbonotioil)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano-2-
carboxilato (SL-29) fue solubilizado en Etanol (EtOH) para llevar a cabo las pruebas bioldgicas
y se prepard un stock con 1 mg de compuesto en 100 ul de EtOH quedando un stock inicial a
una concentracion de 10 pg/ul. Se repitio lo anterior con los compuestos tert-butilo (1S,4S)-5-
((benziltio)carbonotioil)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano-2-carboxilato (LS-11) y tert-butil (1S,4S)-
5-(((piridina-2-ilmetil)tio)carbonotioil)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano-2-carboxilato (LS-12).

Determinacion de la actividad antiproliferativa (Clsp).

Para establecer la Concentracion Inhibitoria del 50% (Clso) fueron sembradas 5,000
células/pozo en placas de 96 pozos (Corning, USA), usandose 100 ul de medio de cultivo RPMI-
1640 al 5 % de NCS por pozo, durante 24 horas para cada linea celular (CaSki, MDA-MB-231
y SK-Lu-1), y se mantuvieron incubadas bajo las mismas condiciones anteriormente
mencionadas, simulando las condiciones del cuerpo humano. Posteriormente se retird el RPMI-
1640 de cada pozo, y luego se estimularon las células con SL-29 partiendo de una
concentracion de 0.78 pg/mL hasta llegar a 100 pg/mL (se tomo del stock inicial), y se utilizd
como control negativo, células sin tratamiento y células tratadas con 10 ul de vehiculo, y al cabo
de 24 horas las placas de cultivo fueron evaluadas por el método de incorporacion de cristal
violeta. Se elaboré una grafica dosis-respuesta que genero los intervalos para calcular la Clso,

y asi se determind la concentracion adecuada de LS-29 para disminuir en un 50% la




proliferacion celular en las diversas lineas tumorales de cancer (cérvico-uterino, mama y

pulmdn). Se repitié el procedimiento anterior para el SL-11 y SL-12 respectivamente.

Determinacion de la proliferacion celular mediante la técnica de

incorporacion del colorante cristal violeta.

La técnica con la que se evalud la proliferacion celular consistio en sembrar y estimular a las
células en las mismas condiciones del cultivo mencionadas anteriormente y transcurrido el
tiempo de estimulo (24 horas), las células se fijaron con glutaraldehido al 1.1% (SIGMA-Aldric,
USA) durante 15 minutos; posteriormente las placas fueron lavadas y secadas al aire. Se afiadio
50 ul/pozo de colorante cristal violeta al 0.1% en solucion amortiguadora de acido férmico
(SIGMA-Aldric, USA) pH 6.0 y se mantuvo durante 20 minutos en agitacion constante con ayuda
del SHERMAN. Después de la tincidn, las cajas de cultivo fueron lavadas con agua desionizada
o bidestilada de tal manera que el colorante no asimilado fuera totalmente retirado de los pozos.
Luego se afadio 50 uL/pozo de acido acético al 10% y se dejaron en agitacion durante 15
minutos a temperatura ambiente, con el propésito de destefir las células y procurar que el
colorante quedara en suspension de forma homogénea. Por ultimo, se tomé lectura de cada
pozo en un lector de placas de ELISA (ELx800; Bio-Tek) a 590 nm, y las densidades 6pticas se

graficaron como porcentaje de proliferacion celular con respecto al vehiculo.

Determinacion de necrosis a partir de la liberacién de LDH

En placas de 96 pozos (Corning, USA), se sembraron 5,000 células/pozo de las lineas celulares
(CaSki, MDA-MB-231y SK-Lu-1) con 100 pyL de medio RPMI-1640 al 5% de NCS y se incubaron
a 37 °C y 5% COq durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se retir6 el medio de cultivo y las
células fueron estimuladas con los compuestos SL-29, SL-11y SL-12 a sus respectivas Clso en
medio de cultivo fresco; se considerd, un control positivo y un control basal o negativo a los
cuales sélo les fue cambiado el medio de cultivo por medio fresco y un control mas que
contempld la cantidad de etanol maxima utilizada para solubilizar cada compuesto (10ml/uL).
Una hora antes de cumplir las 24 horas de estimulo, al control positivo se le cambio el medio
por un medio fresco al 1% de triton X-100, y asi cumplidas las 24 horas se recupero el medio

de cultivo de cada uno de los pozos en tubos cénicos de plastico de 600 pul y se centrifugaron a




2,000 rpm durante 10 min. Por pozo fueron colocados 40 uL de medio en una placa de 96 pozos
y se agregaron 40 uL/pozo de mezcla de reaccion del Kit Non-radiactive Cytotoxity assay (Bio-
Vision, USA) y se dejo incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente en la obscuridad.
Pasado el tiempo la absorbancia fue determinada en un lector de placas de ELISA (SofMaxPro
USA) a 490 nm. Finalmente se calculé el porcentaje de citotoxicidad con la siguiente formula:

% citotoxicidad = [(muestra — control negativo) / (control positivo - control negativo)]*100.

Proliferacion de linfocitos humanos con carboxifluresceina (CSFE)

Para el ensayo de carboxifluoresceina fueron utilizados los linfocitos obtenidos a través del
proceso antes descrito; después de ser contados se llevaron a una concentracion de 1x10°
células/ml y se cuid6 mantener esta concentracion hasta el final del medio total. Para marcar
con la carboxifluoresceina diacetato succinimidyl ester (CFSE; Sigma-Aldrich, USA), los
linfocitos fueron resuspendidos en 4 ml de PBS con 10 ul de CFSE (12 yM por mililitro de
solucion/ millon de células) y se incubaron durante 15 minutos protegidos de la luz a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron dos veces con PBS al 5 % de SFB, luego se centrifugaron
a 1500 rpm y se resuspendieron en 4 ml de RPMI-1640 al 20 % de SFB. Posteriormente, los
linfocitos fueron transferidos a tubos eppendorf de 1.5 ml a una densidad de 1x10° células/ml
de RPMI-1640 suplementado con 20% de SFB y 25 ul/ml de fitohemaglutinina (FHG; Micro Lab
S.A., Mex.) diluida 1:10 en PBS homogenizando la suspension.

A continuacion, los linfocitos fueron transferidos a tubos conicos de 1.5 ml con el tratamiento a
evaluar y se cuidé de mantener una densidad de 1x10° células/ml de medio total. Las
condiciones establecidas fueron las siguientes: sin activar (sin FHG), activados (con FHG);
vehiculo, al cual se le agreg6 la cantidad de etanol empleado en la preparacion de la
concentracion mas alta del LS-29. Las células contenidas en cada tubo cénico fueron
sembradas en una placa de cultivo de 96 pozos a una concentracién de 200,000 células/pozo
en un volumen de 200 pl y fueron incubadas en condiciones de cultivo por 72 horas.

Para la evaluacion de proliferacion, las células fueron cosechadas y centrifugadas a 1500
rpm. El medio de cultivo fue colectado en tubos cénicos de plastico (eppendorf) de 1.5 mly se
mantuvieron a -20°C para posteriormente determinar actividad de LDH. Las células fueron
resuspendidas en 250 pl de Verseno frio por 5 minutos, posteriormente se centrifugaron las

muestras y se retir0 el Verseno; finalmente se resuspendié con 500 ul de PBS y 500 pl de




paraformaldehido al 2 % y la fluorescencia en los cultivos celulares fue determinada en un
citometro de flujo FACSAria Il. Los datos fueron procesados en el programa FACSDiva version
6.1.2. (Quah y Parish, 2010 y 2012).

Anélisis estadistico
Los resultados obtenidos se mostraron como la media de 3 experimentos independientes, con
al menos 6 repeticiones; se sometieron todos los resultados obtenidos a un analisis estadistico

haciendo uso de Microsoft Excel 2010.




Resultados

Actividad antiproliferativa

Con el propésito de establecer si los compuestos LS-29, LS-11 y LS-12 presentan actividad
antiproliferativa en células tumorales, células CaSki, MDA-MB-231 y SK-LU-1 fueron cultivadas
y tratadas con diferentes concentraciones de los compuestos por 24 horas, y el numero celular
fue evaluado mediante la técnica de cristal violeta y la actividad antiproliferativa fue expresada
como la concentracion requerida del compuesto para abatir en un 50% el nimero celular (Clso)

(Fig. 8).
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Figura 8. Actividad antiproliferativa de los compuestos SL-29, SL-11 y SL-12 en las lineas celulares de
cancer cervicouterino CaSki, caAncer de mama MDA-MB-231, y cancer de pulmoén SK-LU-1. 5000 células
fueron sembradas en placas de 96 pozos y estimuladas con diferentes concentraciones de los
compuestos por 24 horas, posteriormente el nimero celular fue evaluado a través de la técnica de cristal
violeta. Las graficas son representativas de tres repeticiones por sextuplicado.

Los resultados mostrados en la figura 8, tabla 2, establecen que los compuestos LS-29, LS-11

y LS-12 afectan el potencial proliferativo de las tres lineas tumorales de una manera



dependiente de la dosis, es decir, conforme se incrementa la concentracion, el numero celular

disminuye. Las Clso calculadas para cada linea son mostradas en la tabla 2.

Compuesto Clso pg/mL (uM)
CaSkKi MDA-MB-231 SK-LU-1
SL-29 346 (1201.38) 150 (520.83) 300 (1041.66)
SL-11 294 (806.54) 69 (189.29) 57 (156.37)
SL-12 305 (835.34) 100 (273.88) 120 (328.65)

Tabla 2. Concentracion requerida del compuesto que abate en un 50% el nimero celular (Clso),
calculadas para las lineas celulares con los tres compuestos. Usando el EtOH como 100%.

Actividad citotoxica

Con la intencion de establecer si el decremento en el niamero celular, inducido por los

compuestos, es debido a una actividad citotdxica, cultivos de las tres lineas tumorales fueron

tratadas con sus respectivas Clso por 24 h y la actividad necrotica de los compuestos fue

evaluada determinando la actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) en los

sobrenadantes de los cultivos celulares (Fig. 9).
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Figura 9. Actividad citotoxica de los compuestos SL-29, SL-11 y SL-12 en las lineas celulares de cancer
cervicouterino CaSki, MDA-MB-231 y SK-LU-1. 5000 células fueron sembradas en placas de 96 pozos y
estimuladas con las concentraciones de Clso respectiva de cada linea con cada compuesto y el efecto
citotéxico (necrético) fue evaluado mediante la técnica de liberacién de la enzima citoplasméatica LDH. Las
gréficas son representativas de por lo menos 3 experimentos con 3 repeticiones cada uno.




Los resultados mostrados en la figura 9, establecen que los compuestos LS-29, LS-11y LS-12
no inducen la liberacién de la LDH de manera significativa en las tres lineas tumorales,
indicando que el decremento en el nimero celular inducido por los compuestos SL-11, SL-12 y
SL-29 es debido a un proceso diferente a la muerte celular necrética. El porcentaje de actividad

de LDH determinada en los cultivos celulares es mostrada en la tabla 3.

Compuestos LDH (% Citotoxicidad)
CaSKki MDA-MB-231 SK-LU-1
SL-29 7 4 5
SL-11 1 23 0
SL-12 4 6 0

Tabla 3. Determinacion de la actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) en
sobrenadantes de cultivos de células tumorales con SL-29, SL-11 y SL-12. Usando el
Tritbn como 100%.

Efecto antiproliferativo en células no tumorales

Los datos obtenidos muestran que los compuestos SL-29, SL-11y SL-12 ejercen una actividad
antiproliferativa en las lineas celulares de cancer de cérvix, mama y pulmén. Para determinar si
los compuestos afectan el potencial proliferativo de células no tumorales, cultivos de células
linfociticas humanas no tumorales, fueron tratados con los compuestos a las concentraciones
de Clso determinadas para las células tumorales y la proliferacion y liberacion de la LDH fueron

evaluados (Figura 10, 11 y tabla 4).
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Figura 10. Actividad citotoxica de los compuestos SL-29, SL-11 y SL-12 en cultivos de linfocitos
humanos. Cultivos de linfocitos humanos fueron sembrados en placa de 96 pozos y estimulados con
cada compuesto segun la Clso para cada linea celular; el efecto citotdxico fue evaluado mediante el
kit de deteccion de LDH y las graficas son representativas de por lo menos 3 experimentos con 3
repeticiones cada uno.
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Figura 11. Efecto del LS-11, LS-12 y LS-29 en el potencial proliferativo de cultivos de células linfociticas
humanas de sangre periférica. Los linfocitos fueron sembrados en placas de 96 pozos y estimulados con la Clsp
de cada compuesto correspondiente a cada linea celular. Los linfocitos fueron evaluados a las 72 h de cultivo
por citometria de flujo. Este ensayo es representativo de por lo menos 3 experimentos independientes con 3
repeticiones.



Compuestos Proliferacion de Linfocitos %
CASKI %LDH MDA %LDH SK %L DH
SL-11 37 0 43 0 51 0
SL-12 10.68 0 4.1 0 3.23 0
SL-29 10 0 2 0 6 0

Tabla 4. Determinacion del efecto de los compuestos SL-29, SL-11 y SL-12 en cultivos
de células de linfocitos humanos de sangre periférica en su potencial proliferativo, asi como
determinacion del efecto citotéxico.

Los resultados mostrados en la figura 11, establecen que los compuestos LS-29, LS-11 y LS-
12 afectan el potencial proliferativo de células linfociticas de manera significativa, sin embargo,
no se detecto actividad de LDH en los cultivos tratados, indicando que los compuestos afectan
el potencial proliferativo de las células linfociticas sin inducirlos a una muerte necraética,
sugiriendo que la causa del decremento en el nimero celular es debido a una causa diferente

a la muerte necrotica.




Discusion

La busqueda de compuestos con actividad antiproliferativa, inductora de apoptosis y de accion
selectiva, es actualmente el objetivo de un gran nimero de investigadores. Pese a la extensa
cantidad de compuestos descritos con actividad antitumoral, son pocos los trabajos que
describen de manera adecuada si el compuesto presenta accidon selectiva. En el disefio de
farmacos y la ingenieria de productos farmacéuticos, el 60% de los medicamentos Unicos de
moléculas pequefias se han construido por heterociclos nitrogenados y la sintesis de N-
heterociclos representa mas del 89% de esas reacciones en los laboratorios farmacéuticos
(Martins et al., 2015) (Beinat et al., 2013). Entre los N-heterociclos descritos, se ha utilizado
ampliamente en quimica medicinal, un homélogo rigido de piperazina con restriccion
conformacional (1S, 4S) -2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano (DBH), para sintetizar potentes
farmacos (Murineddu et al.,, 2012). Un ejemplo de una molécula que contiene DBH es el
antibidtico de fluoroquinolona danofloxacino (Braish T. F., 2009). Durante los ultimos afios,
nuestro grupo de investigacion ha estado profundamente involucrado en la sintesis de
moléculas con DBH funcionalizado para la investigacion farmacéutica (Lopéz-Ortiz et al., 2010)
(Lopéz-Ortiz et al., 2014). En 2007, Merck Research Laboratories descubrieron inhibidores
potentes y selectivos de la histona deacetilasa 1 (HDAC) con actividades antitumorales que
contenian en su estructura un DBH (Hamblett et al., 2007). Sorprendentemente, no se ha hecho
mas investigacion hasta ahora para explorar el potencial de estas moléculas (1S, 4S) -2,5-
diazabiciclo [2.2.1] heptano. En los ultimos tiempos, la funcionalidad de los ditiocarbamatos ha
sido empleada con éxito para disefiar compuestos anticancerosos potenciales con capacidad
para inducir apoptosis (Hou et al., 2006) (Wang et al., 2011) (Cao et al., 2005) (Huang et al.,
2009) (Zahran et al., 2014) (Gaspari et al., 2006) (Gerhéauser et al., 1997) (Hou et al., 2011)
(Zheng et al., 2013) (Altintop et al., 2016). Por lo tanto, basandose en la suposicién de la
construccion de un compuesto hibrido, constituido por la estructura (1S, 4S) -2,5-diazabiciclo
[2.2.1] heptano y un farmacoforo de ditiocarbamato, podria conducir a moléculas con
propiedades anticancerigenas deseables sin tener ningun efecto necrotico tanto en el tumor
como en el tejido normal, por lo que en este trabajo se evalud la actividad antiproliferativa y
citotoxica (necrdtica) in vitro de los nuevos derivados de DBH-ditiocarbamato, el tert-butyl
(1S,4S)-5- ((methylthio) carbonothioyl) - 2,5-diazabicyclo [2.2.1] heptane-2-carboxylate (SL-29),




el tert-butyl (1S,4S)-5-((benzylthio) carbonothioyl)-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxylate
(LS-11) y el tert-butyl (1S,4S)-5-(((pyridin-2-yImethyl)thio)carbonothioyl)-2,5-
diazabicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxylate (LS-12). Con respecto a los resultados obtenidos,
éstos establecen que los tres compuestos presentan actividad antiproliferativa en las células
CaSki, MDA-MB-231 y SK-LU-1, sugiriendo que estos compuestos no son especificos para un
tipo de tumor. Sin embargo, los valores de IC50 obtenidas para las células tumorales en cada
uno de los compuestos, indican que existe una diferencia en la sensibilidad que tienen las
células en respuesta a los compuestos, por ejemplo, las células MDA-MB-231 mostraron mayor
sensibilidad al efecto antiproliferativo de los compuestos, con respecto a las células CaSki y
SK-LU-1, mientras que para las células CaSki fue lo contrario.

Con respecto a la relacion estructura-funcion, nuestros resultados establecen que el grupo
metiltio, presente en el SL-29, incremento la actividad antiproliferativa en las células MDA-MB-
231, sugiriendo que este grupo funcional es importante para la actividad antiproliferativa en
estas células, mientras que el grupo benciltio y el grupo piridin-2-metiltio presente en el SL-11
y en el SL-12 respectivamente, incrementaron la actividad antiproliferativa en las células MDA-
MB-231 y SK-LU-1, sugiriendo que estos grupos funcionales podrian presentar una actividad
antiproliferativa en diferentes tipos de cancer. No obstante, las diferencias observadas en la
actividad antiproliferativa de los tres compuestos, el SL-29 y el SL-12 no indujeron actividad
necrética en las células tumorales, sugiriendo que el decremento en el nimero celular es debido
a una causa diferente a la muerte necrdtica. Sin embargo, el SL-11 indujo un 23% de necrosis
en la linea celular MDA-MB-231 indicando que el grupo funcional benciltio presente en este
compuesto, podria ser importante en la actividad necrotica de este compuesto. En cuanto al
efecto antiproliferativo y necrético en las células no tumorales (linfocitos humanos), el SL-29 y
el SL-12 inhibieron el potencial proliferativo de estas células en mas del 90%, indicando que
estos compuestos no son selectivos. Sin embargo, el SL-11 inhibi6 la proliferacion de linfocitos
en un 63% a la concentracion de 294 ug/ml, mientras que a las concentraciones de 57 y 69
ug/ml, la inhibicion fue de 49 y 57%, sugiriendo que el SL-11 afecta en menor grado el potencial
proliferativo de las células normales, considerando que, en las células tumorales el efecto
antiproliferativo es a las 24 h mientras que en las células linfociticas es a las 72 h, indicando
también que el grupo funcional benciltio presente en el SL-11 es importante para la actividad

antiproliferativa de este compuesto en células linfociticas. Ademas, los tres compuestos no




presentaron actividad necrética en las células linfociticas, indicando que el decremento
observado en el numero celular es debido a una causa diferente a la muerte necrotica. Es
importante resaltar que los compuestos que actualmente se usan para el tratamiento del cancer,
se caracterizan por presentar una actividad antiproliferativa, necrética y de baja selectividad,
donde los efectos colaterales pueden ser leves o severos dependiendo de la concentracion o
frecuencia de su administracion, cuya relacion con la actividad necrotica es directa. En este
sentido, en este trabajo, se muestra a tres compuestos con actividad antiproliferativa, de baja o
nula actividad necrética y solo uno (SL-11) presenta cierta actividad selectiva. Este compuesto
resulta de suma importancia ya que el no presentar una fuerte actividad necrética, sugiere que
los efectos colaterales relacionados directamente con esta actividad serian minimos ademas
de indicar una aceptable tolerancia al ser suministrado. Estos resultados en conjunto hacen del
SL-11, un adecuado candidato para ser evaluado en modelos in vivo y ser probado como un
agente con potencial terapéutico en el tratamiento contra el cancer. En relacion con otros
ditiocarbamatos, la estructura hibrida del SL-29, SL-11 y el SL-12 consistente en la estructura
(1S, 4S) -2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano y un ditiocarbamato, nuestros resultados establecen
gue la actividad antiproliferativa se mantuvo en los tres compuestos, sin embargo, si son
comparados con el disulfiram, el cual presenta ICso en diferentes lineas celulares en el rango
de nanogramos a pocos microgramos, estos compuestos hibridos estan muy por abajo en la
actividad antiproliferativa en células tumorales, no obstante, la actividad necrética es
conservada en ambos grupos de compuestos (hibridos y ditiocarbamatos), los cuales son
descritos con baja a moderada actividad necrotica. En lo referente al efecto en células no
tumorales, existe poca informacion al respecto, nuestros resultados establecen que los
compuestos hibridos pueden inhibir el potencial proliferativo de las células linfociticas de una
manera moderada a fuerte, mientras que en los ditiocarbamatos, comparando con el disulfiram,
éstos afectan fuertemente la proliferacion de estas células, sugiriendo que el estado hibrido
favorece la accion selectiva y permite que estos compuestos sean un modelo de partida para
generar compuestos cuyos cambios estructurales sean dirigidos a sintetizar compuestos con

mejor actividad antiproliferativa, de menor actividad necrotica y con una mejor accion selectiva.



Conclusion

Los compuestos SL-11, SL-12 y SL-29 afectan la proliferacion de las células tumorales
CaSki, MDA-MB-231 y SK-LU-1 de manera dependiente de la dosis.

Los compuestos SL-11, SL-12 y SL-29 no inducen muerte celular necrética en las células
tumorales CaSki, MDA-MB-231 y SK-LU-1 a sus respectivas Clso.

Los compuestos SL-12 y SL-29 inhiben la proliferacion de las células linfociticas
humanas en mas del 90% a 72h a las concentraciones de las Clso obtenidas para las
células tumorales.

El compuesto SL-11 inhibe la proliferacion de las células linfociticas humanas en un 49
a 63 % a 72 h a las concentraciones de las Clso obtenidas para las células tumorales.
Los compuestos SL-11, SL-12 y SL-29 no inducen muerte celular necrética en las células

linfociticas a las concentraciones de las Clso obtenidas para las células tumorales.
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