UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“INHIBIDORES DE LA ENZIMA LACTATO
DESHIDROGENASA COMO AGENTES
ANTIPROLIFERATIVOS Y
ANTIMETASTASICOS”

TRABAJO MONOGRAFICO DE ACTUALIZACION

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA
MARIANA ONTANON SANCHEZ

DIRECTOR DE TESIS
DR. FRANCISCO HERNANDEZ LUIS

CDMX 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE:  Profesor: HERNANDEZ LUIS FRANCISCO
VOCAL: Profesor: PEREZ MUNOZ CARLOS
SECRETARIO:  Profesora: GONZALEZ TRUJANO MARIA EVA
ler. SUPLENTE: Profesor: ALFARO ROMERO ALEJANDRO

2° SUPLENTE: Profesor: VAZQUEZ MARTINEZ EDGAR RICARDO

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX.

ASESOR DEL TEMA:

DR. FRANCISCO HERNANDEZ LUIS

SUSTENTANTE (S):

=

MARIANA ONTANON SANCHEZ

W



indice

Resumen

1. Marco teorico

1.1 Cancer en México

1.2 Origen y tipos de cancer

1.3 Caracteristicas del Cancer

1.3.1 Proliferacion ¥ MELASTASIS ........cceeerreririeierieriestestesteeeeeeteseestesestessessessesseeseensensensessessessesseeseensensensens
1.3.2 Reprogramacion metabolica: El efecto Warburg..........cccecveverienerininiseeieeee e

1.4 Enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

1.5 Tratamiento

2. Objetivo

2.1 Objetivo general

2.2 Objetivos particulares

3. Metodologia

4. Resultados y discusion

4.1 Compuestos cuyo mecanismo de accion es competir con el piruvato

v o O 0 ) -1 V- 110 OO
O N ) LY, 05 TP

4.2 Compuestos cuyo mecanismo de accion es competir con el NADH

4.2.1 GOSIPOL .ottt ettt ettt ettt et et e e tb e et e e beeabeesbeets e seenseesbeess e seenbeenbeesseateenseenseenseeaaenren
B2 2 FX L1 oottt ettt ettt ettt et et e et et e e teeatetteat et et et e eteeteeteeaeereens et etenen
4.2.3 Quinolinas 3-SUIfONAMIAAS. ..........ccveeeereieieecee ettt ettt e e eeeeeteeeeteeeteeereeenreetesenreeennes

4.3 Compuestos cuyo mecanismo de accion es competir con el piruvato y el NADH

3T NHL.co e
32 GNE-T40 oo

4.4 Compuestos cuyo mecanismo de accion es unirse a LDH libre

o R € 1 16 4 F- A4 1 o - WSRO

5. Conclusiones

Referencias

14
14
22
26
26
31
36
42
42
48
52
52
57

58



Resumen

Una de las modalidades utilizadas para el tratamiento del cancer es la quimioterapia. En el presente
trabajo se considera al efecto Warburg: un cambio metabodlico que presentan las células
cancerosas, que al acelerar la glucolisis generan la energia indispensable para su sobrevivencia. La

produccion de lactato durante la glucoélisis contribuye a la progresion maligna del tumor al reponer

NAD™. La enzima encargada de convertir el piruvato en lactato y el NADH en NAD™, se llama
lactato deshidrogenasa (LDH) por lo que es considerada una diana en la busqueda de
antitumorales. En este contexto el oxamato y el PTSMB (1-(fenilseleno)-4-(triflurometil) benceno)
se presentan como inhibidores que compiten con el piruvato; al gosipol, el FX11 (4cido 2,3-
dihidroxi-6-metil-7-(fenilmetil)-4-propilnaftaleno-1-carboxilico), a las  quinolinas  3-
sulfonamidas, como inhibidores que compiten con el NADH; a los N-hidroxiindoles (NHI) y el
GNE-140 (patentado por GSK) como inhibidores que compiten con el piruvato y el NADH; y a la
galoflavina como inhibidor de unién a la enzima libre. Todo lo anterior con el propdsito de generar
un panorama sobre el potencial de esta diana enzimatica para encontrar compuestos con accion

antiproliferativa sobre células cancerosas y antimetastasicos.



1. Marco tedrico

1.1 Cancer en México

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo, cerca del 70% de las muertes se registran en
paises de ingresos medios y bajos, como es el caso de México. Es un problema de salud publica
grave y con un impacto econémico sustancial (OMS, 2021). El término cancer es utilizado para
describir una serie de enfermedades en donde existen células anormales que se dividen de manera
descontrolada y que pueden invadir diferentes tipos de tejidos u 6rganos encontrados a su alrededor
(National Cancer Institute, 2021). Existen diferentes tipos de cancer y nomenclaturas dependiendo
del tejido primario implicado. Esta afectacion puede desarrollarse a cualquier edad, y a pesar de
que incrementa la probabilidad de adquirir un tumor maligno mientras se incrementa la edad,
existen tipos de cancer que son mas frecuentes en la poblacion menor a 20 afios, como algunas
leucemias, cancer de hueso y neuroblastomas. En nuestro pais, entre los meses de enero y agosto
de 2020 se registraron 88,683 defunciones debido a tumores malignos, las cuales representan el
9% de las defunciones totales en México durante este afio (INEGI, 2021). Adicionalmente, el
nimero estimado de casos nuevos en este mismo periodo, fue de 195,000 personas, y se espera
que para el afio 2040 este nimero incremente a 323,000 casos (OMS, 2021). Nacionalmente, el
cancer de mama tiene la mayor incidencia para el caso de las mujeres y el de prostata para el caso
de los hombres, otros de gran importancia para ambos sexos son: cancer colorrectal, de tiroides,

de estdmago, leucemia y de pulmén (GLOBOCAN, 2020).

1.2 Origen y tipos de cancer

Unas de las preguntas mas frecuentes sobre el cancer son: ;como se origina el cancer?, ;qué da
cancer?, ;cuando empieza el cancer? Estas preguntas son tan populares que incluso en la vida
cotidiana las personas y los medios mencionan “nuevos” productos o alimentos que “causan
cancer”. Sin embargo, se sabe que el cancer es de origen genético, la acumulacién de mutaciones
especificas puede conducir a la carcinogénesis. Para que se induzca el cancer hay dos etapas:

iniciacion y promocion.

Los iniciadores de tumores interactiian con el DNA y provocan mutaciones que pueden estar en
uno o en varios sitios del genoma. Una célula normal sufre un cambio irreversible que ocasiona la
adquisicion de un crecimiento autonomo, esta capacidad puede permanecer latente desde semanas
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hasta afos y la célula puede ser fenotipicamente indistinguible de las otras células en el tejido de
interés (Haschek & Rousseaux, 2013). A veces s6lo se requiere de una sola exposicion, y en otras
las exposiciones deben agregarse para formar enlaces covalentes con el DNA y, por lo tanto, causar
un efecto irreversible; un buen ejemplo de iniciacion tumoral es la radiacion, las particulas
atomicas, los rayos X y la luz ultravioleta. Estos agentes fisicos tienen energia suficiente para
llegar al DNA y causar dafio, a menos que haya habido exposicién a una bomba atomica, la luz
ultravioleta es el iniciador mas conocido debido al sol (Laikova et al., 2019). La prueba mas
utilizada para identificar a un iniciador/mutageno es la de AMES, donde se utilizan cepas de

Salmonella auxotroficas a histidina (Mortelmans & Zieger, 2000).

Por otro lado, los promotores tumorales interactian con las células para promover el crecimiento
y/o bloquear la diferenciacion, un cambio reversible que no es capaz de dafiar al DNA como puede
hacerlo un iniciador, el cual normalmente se requiere una exposicion prolongada. No existe una
prueba confiable para identificar estos factores porque generalmente estdn asociados con factores
dietéticos, hormonales, ambientales y relacionados (Haschek & Rousseaux, 2013). Ejemplos de
promotores son: hormonas, fArmacos, agentes infecciosos, traumatismos fisicos o mecénicos, entre

otros (Weinberg, 2014).

Existe una relacién importante entre un promotor y un iniciador (Figura 1), en la cual debe
administrarse un iniciador antes que el promotor. Si se administra inicamente un iniciador, no se
desarrollard un tumor primario, y lo mismo ocurre con un promotor. Después de administrar un
iniciador y, en consecuencia, un promotor se desarrolla un tumor; si este primer tumor se
administra con y s6lo con un iniciador se desarrollard un carcinoma (para el caso de este ejemplo).
Por tanto, se puede concluir que, si aumenta el nimero de iniciadores el carcinoma serd aun mas
agresivo. A este ultimo paso en la tumorogénesis se le denomina progresion que, en otras palabras,
involucra un crecimiento evolutivo de células en estados progresivamente mas malignos

(Weinberg, 2014).



Célula iniciada
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Adaptado de: Weinberg, R. A. (2014).

Ahora bien, durante este trabajo se mencionaran estudios con diferentes tipos de cancer, esta
distincion se realiza dependiendo del tejido de origen, por ejemplo: los carcinomas provienen de
células epiteliales, los sarcomas de células mesenquimales, las leucemias de células
hematopoyéticas y los neuroectodérmicos del sistema nervioso. La mayoria de los casos son
carcinomas y se dividen en adenocarcinomas (pulmén, colon, mama, pancreas, estomago,
prostata...), carcinomas de células escamosas (piel, pulmén, cérvix, eséfago...) y otros como
carcinoma hepatocelular, carcinoma renal, carcinoma de pulmén de células pequenas etc.

(Weinberg, 2014).

El DNA es altamente dinamico y tiene multiples mecanismos de reparacion, por lo que debe haber
una cantidad muy alta de disrupcion en las vias celulares como para poder causar cancer. Estas

caracteristicas que llevan al cancer seran descritas a continuacion.



1.3 Caracteristicas del Cancer

En el afio 2000, Hanahan y Weinberg publicaron un review llamado “The Hallmarks of Cancer”
que reunia y organizaba todas las complejidades de la biologia del cancer en 6 caracteristicas
principales: autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales anti-
crecimiento, evasion de apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida e
invasion y metastasis de tejidos (Hanahan & Weinberg, The Hallmarks of Cancer, 2000). Dicho
articulo es el mas citado de todos los tiempos de la revista Cell. Una década después, la
informacion se actualizo afiadiendo dos caracteristicas emergentes: reprogramacion metabdlica
energética y la evasion de la respuesta inmunoldgica, y dos caracteristicas de activacion:
inestabilidad gendmica y mutacion, e inflamacién fomentadora de tumores (Hanahan & Weinberg,
Hallmarks of Cancer: The Next Generation, 2011). Este trabajo se enfocard en tres de ellas de

manera particular: proliferacion, metéstasis y la reprogramacion metabolica energética.

1.3.1 Proliferacion y metastasis

Independientemente del tipo de cancer y del tejido del cual origina el tumor principal, todos
terminan con el mismo resultado: un incremento desregulado del nimero celular y realizando los
procesos de invasion y metastasis, por lo que es importante describir brevemente dichos procesos.
Las células normales controlan la produccion y liberaciéon de sefiales que promueven el
crecimiento celular (factores de crecimiento) e indican la progresion durante el ciclo celular,
dichos puntos claves son llamados checkpoints. En cambio, las células cancerigenas logran
sostener la sefial de proliferacion al evadir checkpoints del ciclo celular. Sin entrar mucho en
detalle pueden lograr esto de diferentes maneras: al producir ligandos de factores de crecimiento,
al enviar sefiales que estimulan células normales y por tanto abastecer a las cancerigenas con
factores de crecimiento, y elevar los niveles de receptores proteicos o alterar la estructura de
receptores y consecuentemente facilitar el acoplamiento de ligandos (Hanahan & Weinberg,

Hallmarks of Cancer: The Next Generation, 2011).

La metastasis se describe como la diseminacion de células tumorales desde un sitio primario hacia
un crecimiento progresivo en un 6rgano distante. Este proceso es responsable de la mayoria de las
muertes de los pacientes con cancer. Es un proceso extremadamente complejo que se resume en

los siguientes pasos: las células activan una transicion epitelial-mesenquimal (se pierden las
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uniones intercelulares), hay una invasion local, intravasacion (las células cancerigenas entran al
torrente sanguineo), las células sobreviven en el torrente sanguineo, hay una extravasacion hacia
un tejido en particular y el establecimiento en los tejidos del 6rgano donde sucedera la metastasis.
El por qué de esta invasion y la razén por la que algunos tipos de cancer hacen metastasis en
organos secundarios particulares sigue siendo desconocido. La célula original es transformada a
través de mutaciones y parece ser que la direccion del torrente sanguineo estd involucrada. Una
vez que el cancer hace metastasis, controlar este crecimiento y sus consecuencias a través de
tratamiento se vuelve més complicado y por eso se le atribuyen alrededor del 90% de las

defunciones (Arvelo, Sojo & Cotte, 2016).

1.3.2 Reprogramaciéon metabdlica: El efecto Warburg

El efecto Warburg fue descrito por un fisiélogo aleman con dicho apellido, quien pensaba que el
cancer era una enfermedad de origen metabdlico causada después de la activacion de vias
energéticas alternas. Aunque su teoria ha sido demostrada como falsa (el cancer es una enfermedad
de origen genético), sus contribuciones han sido extremadamente valiosas, especialmente en los
ultimos 10 afios. El llamado efecto Warburg es un cambio en el metabolismo observado en la
mayoria de las células cancerigenas, en el que se prefiere obtener energia a través de la glucdlisis
y fermentacion del lactato, incluso en la presencia del oxigeno, en lugar de la fosforilacion
oxidativa. Para comprender por qué este cambio es tan particular e interesante hay que recordar
algunos aspectos de Biologia Celular, comenzando con la premisa de que una célula que se esta

dividiendo requiere de mas energia y de mas biosintesis (Ward & Thompson, 2012).

Al observar la figura 2 podemos hacer un analisis entre lo que pasa en una célula “normal” y en
una cancerosa. En presencia de oxigeno, los tejidos que no estan proliferando (diferenciados)
primero metabolizan la glucosa a piruvato, a través de la glucolisis, y posteriormente oxidan la
mayor parte de ese piruvato en las mitocondrias a CO, este Gltimo proceso se le conoce como
fosforilacion oxidativa. Debido a que el oxigeno actiia como aceptor de electrones en la etapa final
para oxidar a la glucosa por completo, el oxigeno es esencial para este proceso. Cuando el oxigeno
es limitante, las células pueden redirigir el piruvato generado por la glucolisis hacia la generacion
de lactato (glucolisis anaerobica). Esta generacion de lactato permite que la glucolisis contintie,
pero produce una cantidad minima de ATP en comparacién con la fosforilacion oxidativa.

Warburg observo que las células cancerosas tienden a convertir la mayor parte de la glucosa en
9



lactato independientemente de la presencia de oxigeno (glucoélisis aerdbica), este efecto también
es observado en tejidos proliferativos normales. Las mitocondrias permanecen funcionales y un
cierto porcentaje de glucosa continua por la fosforilacion oxidativa tanto en las células cancerosas

como en las células en proliferacion normales (Vander Heiden, Cantley & Thompson, 2009).

Tejido diferenciado Tejido proliferativo

o
G~
/N ® .-

Glucosa
Glucosa Glucosa l
0.
Piruvato l \8:%
\ b . Lactato
N Lactato l
Lactato
CO.
CO;
Fosforilacién oxidativa Glucélisis anaerébica Glucélisis aerébica
-36 mol ATP/ 2 mol ATP/ -4 mol ATP/
mol glucosa mol glucosa mol glucosa

Figura 2: Representacion esquematica de las diferencias entre la fosforilacion oxidativa,
la glucolisis anaerdbica y la glucolisis aerdbica (efecto Warburg). Adaptado de: Vander
Heiden, Cantley & Thompson, 2009.

Lo que mas destaca de este cambio metabolico es el hecho de que la glucdlisis aerdbica es menos
eficaz que la fosforilacion oxidativa para generar ATP, una explicacion de por qué se prefiere esta
via es que una menor produccion de ATP es un problema cuando hay pocos recursos, lo cual no
es el caso para células proliferativas que estan en contacto constante con la glucosa y otros
nutrientes. Las células en proliferacion requieren de otros recursos ademas del ATP como: acidos
nucleicos, lipidos y aminodcidos. Por esta razon, las células cancerigenas incrementan la captacion
de glucosa y frecuencia de la glucélisis para producir una cantidad excesiva de lactato extracelular
que afecta el microambiente completo de las células. La concentracion fisioldgica de lactato en
sangre y tejidos sanos es de 1.5-3 mM, y en tejidos cancerosos puede presentarse en

concentraciones de hasta 10-30 mM (de la Cruz-Lopez et al., 2019). Esta elevada produccion de
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lactato ocasiona un decremento en el pH del microambiente; los iones H' siendo secretados por
las células cancerosas se difunden y acumulan en el espacio extracelular tumoral y ocasionan una
mayor invasion y metastasis. Algunas hipotesis son que esto es logrado al inducir angiogénesis, al
modificar la estructura de la matriz extracelular, al disminuir la respuesta inmunoldgica anti-cancer

o al ocasionar una migracion intensificada de células tumorales (Thews, O. & Riemann, A., 2019).

En resumen, parece ser que algunas de las ventajas del efecto Warburg, de las cuales se aprovechan
las células cancerigenas son: una rapida sintesis de ATP que promueve la biosintesis de otras
macromoléculas importantes para la division celular y la acidificacion del microambiente, lo cual
favorece la invasion y metastasis, y otorga funciones de sefializacién a células tumorales al

producir metabolitos necesarios para dicho proceso (Liberti & Locasale, 2016).

1.4 Enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima intracelular tetramérica compuesta de las
subunidades proteicas M y H, éstas pueden combinarse de 5 maneras diferentes para formar homo
o hetero tetrameros en los tejidos humanos: LDH-1(4H), LDH-2 (3H1M), LDH-3 (2H2M), LDH-
4 (1H3M) y LDH-5 (4M). La LDHS5, también conocida como LDHA, es la isoforma predominante
en el masculo esquelético, la cual reduce el piruvato a lactato y oxida al NADH a NAD" (Fig. 3),
esta reaccion es termodinamicamente favorable. La LDH1 también conocida como LDHB, es la
isoforma predominante encontrada en el musculo cardiaco y realiza la reaccion contraria a la
LDHA (Mishra & Banerjee, 2019). Ademads, ambas enzimas aseguran la plasticidad metabolica de
células neoplésicas, lo que ocasiona que puedan adaptarse a ambientes hostiles o condiciones con
mayores concentraciones de especies reactivas del oxigeno, también regulan la muerte celular por
apoptosis y autofagia (Pérez-Tomas & Pérez-Guillén, 2020). Es decir, el rol de esta enzima es

mucho mas relevante de lo que inicialmente se penso.
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Figura 3: Esquema mostrando las isoformas mas importantes
de la enzima lactato deshidrogenasa (LDHA y LDHB) y las
reacciones que llevan a cabo dentro de la célula.

Usualmente, la LDH es utilizada como un marcador de dafio celular ya que se expulsa cuando
dicho proceso ocurre, por lo que la LDH se ha convertido en un posible pardmetro diagnostico y
pronostico de cancer (Forkasiewicz, et al., 2020). Varios reportes indican que la expresion y
actividad de la LDH, especialmente la LDHA, se ve incrementada en varios tipos de tumores y se
asocia con un menor indice de supervivencia (de la Cruz-Lopez et al., 2019). Algunos autores
encontraron que, al remover quirurgicamente el tumor primario, hubo un decremento dréstico en
LDH sérico dentro de la primera semana post-cirugia (Feng et al., 2018). En resumen, numerosos
tumores presentan expresiones altas de LDHA lo que contribuye a caracteristicas malignas y por

eso ha sido considerado como una diana prometedora.

Por ultimo, otra ventaja de esta enzima es que la toma de muestra no es invasiva, ya que puede
detectarse desde una muestra de saliva, orina o con un simple procedimiento de venopuncion, lo
cual es favorable para los pacientes. Los ensayos mas comunes para medir los niveles de esta
enzima se basan en métodos colorimétricos, al monitorear la absorbencia en el rango 430-550 nm;
esto es conveniente ya que pueden cuantificarse en una gran variedad de muestras (Forkasiewicz
etal., 2020). Tomando en cuenta todo lo anterior, compuestos que inhiben a la enzima se analizaran

al unirse a alguno o ambos sitios activos disponibles del piruvato y del NADH.
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1.5 Tratamiento

Hace 15 afios el tratamiento que se le proporcionaba a los pacientes con cancer estaba basado en
el organo primario siendo atacado, ahora se tienen multiples tipos de estrategias mas
personalizadas, ya que se tiene un mayor conocimiento de la biologia molecular y tumoral
involucrada (Zugazagoitia, et al., 2016). Gracias a esta ampliacion en el conocimiento, es posible
disefiar nuevas moléculas que actiian sobre dianas moleculares especificas con el objetivo de tener
estrategias terapéuticas mas efectivas. Dependiendo del tipo de cancer, los signos y sintomas del
paciente, el avance de la enfermedad y més caracteristicas se pueden llegar a abarcar diferentes
tipos de modalidades como: la cirugia, la radioterapia, la inmunoterapia y la quimioterapia (OMS,
2021). El proyecto en cuestion abarca el area de la quimioterapia y en especifico como terapia
dirigida ya que busca inhibir a la enzima lactato deshidrogenasa. Aunque el conocimiento sobre el
cancer ha incrementado significativamente en los Gltimos afios, alin nos encontramos lejos, y mas
como pais, de ganar la guerra contra el cancer. La investigacion oncoldgica debe ser una prioridad

nacional y global, al igual que el acceso a estas terapias.

2. Objetivo

2.1 Objetivo general

Presentar la informacion publicada sobre compuestos que al afectar el funcionamiento de la LDH
presentan actividad antiproliferativa o antimetastasica en células cancerosas, la recopilacién se

hard mediante la busqueda en bases de datos de articulos publicados entre los afios 2000-2020.

2.2 Objetivos particulares

o Examinar la informacién publicada en las plataformas PubMed y Google Scholar sobre
compuestos antiproliferativos y antimetastasicos que compiten con el piruvato.

o Indagar la informacion publicada en las bases de datos PubMed y Google Scholar sobre
compuestos antiproliferativos y antimetastasicos que compiten con el NADH.

e Analizar las publicaciones emitidas en articulos ubicados en las plataformas PubMed y
Google Scholar sobre compuestos antiproliferativos y antimetastasicos que se unen a la

enzima LDH.
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3. Metodologia

La busqueda de articulos y revistas que incluyeran informacion sobre compuestos inhibidores de
la LDH con efectos antiproliferativos y antimetastasicos fue realizada utilizando las herramientas
PubMed y Google Scholar acotando la busqueda a los afios 2000-2021 con excepcion de articulos
de afios anteriores que so6lo describen propiedades de alguna molécula. S6lo fueron incluidos
aquellos publicados en el idioma inglés. Primeramente, se realiz6 un filtro donde sélo se leyeron
los titulos y abstracts de los articulos encontrados, posteriormente en la bibliografia de dichos
articulos se encontraron y consideraron otras referencias que pudieran considerarse de utilidad.
Algunos ejemplos de palabras claves para la busqueda en estas plataformas son: (LDH) y
(inhibitor/inhibition) y (cancer) o (metastasis) o (proliferation) o (tumor) o (effect), o (competition)
y (pyruvate) o (NADH) y (LDH), (antimetastatic) y (LDH) o (antiproliferative) y (LDH). Al
encontrar informacioén relevante de un compuesto se utilizaron las palabras anteriores en
combinacion con el nombre del compuesto, por ejemplo: (oxamate) y (LDH) o (tumor) y

(metastasis) o (proliferation), etc.

Los criterios de inclusiéon consideran que la publicacion del compuesto incluya efectos
antiproliferativos y antimetastasicos y contenga datos como tablas o graficas para poder sustentar
la informacion. De igual manera, se sopesaron articulos que mencionan cualquier tipo de cancer
y/o linea celular y que sean estudios tanto in vivo como in vitro. No se utilizaron reviews, excepto
cuando se ocuparon para referirse a informacion general sobre la diana en cuestion o alguno de los
compuestos utilizados. Una vez que se obtuvieron los articulos relevantes para cada tipo de
mecanismo, se cred una tabla con columnas especificando el tipo de estudio, linea celular, y

resultados principales con el propdsito de incorporar toda la informacién de manera més clara.

4. Resultados y discusion

4.1 Compuestos cuyo mecanismo de accidén es competir con el piruvato
4.1.1 Oxamato

Generalidades

El oxamato es un analogo estructural del piruvato (Fig. 4), al competir con éste inhibe la actividad

de la LDH y por lo tanto la converson de piruvato a lactato (Valvona & Filmore, 2018). Algunos
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estudios han revelado que bloquear a la isoforma LDHA solo inhibe la glucolisis aerdbica en
células tumorales, mas no en células normales, por lo que esta seccion se concentrara en la
inhibicién de dicha isoforma (Liu, et al., 2014). El oxamato ha sido estudiado como un clasico
inhibidor de la enzima en cuestion; sin embargo, falta elucidar su uso terapéutico para disminuir

procesos como la proliferacion y la metastasis.

Piruvato Oxamato
0 0
| | 0~ ‘ ‘ 0~
0 0

Figura 4: Similitud estructural entre el piruvato y el oxamato.

Inhibicion de la LDHA

En un estudio realizado por An et al. (2017), enfocado en células de adenoma pituitario (GH3),
los efectos de la LDHA se observaron sobre el consumo de glucosa (Fig. 5A), la secrecion de
lactato (Fig. 5B) y la expresion del transportador de glucosa GLUT-1 (Fig. 5C). Al utilizar
concentraciones de 0, 60 y 100 mM de oxamato se observaron menores niveles de consumo de
glucosa (Fig. 5D), secrecion de lactato (Fig. SE) y expresion de GLUT-1 (Fig. 5F). El transportador
GLUT-1 humano es responsable de la absorcion de glucosa en células, especialmente en
eritrocitos, células epiteliales y musculo cardiaco (Galochkina, Ng Fuk Chong & Challali, 2019).
Considerando el efecto Warburg, tiene sentido que si existe una mayor expresion de LDHA se
requiera de una mayor expresion de GLUT-1, la enzima LDHA convierte el pirvuato en lactato y
en consecuencia hay menor piruvato disponible para la produccion de ATP a través de la

fosforilacion oxidativa, esto ocasiona que se requiera mas glucosa dentro de la célula.
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Figura 5: Efectos metaboélicos en células de adenoma pitituario (GH3) con y sin tratamiento
de oxamato. (A) El histograma representa el consumo de glucosa por un grupo control de células
GH3 y otro conteniendo un vector de LDHA. (B) El histograma representa la produccion de
lactato por un grupo control de células GH3 y otro conteniendo un vector de LDHA. (C) El
histograma representa la expresion de Glutl por un grupo control de células GH3 y otro
conteniendo un vector de LDHA. (D) El histograma respresenta el consumo de glucosa de células
de adenoma pituitario después de adicionar 0, 60 y 100 mM de oxamato. (E) El histograma
respresenta la produccion de lactacto por células de adenoma pituitario después de adicionar 0, 60
y 100 mM de oxamato. (F) El histograma representa la expresion de Glutl en células de adenoma
pituitario después de adicionar 0, 60 y 100 mM de oxamato. (An et al., 2017). * P< 0.05;
**P<0.01



Las figuras 5A, B y C muestran el comportamiento esperado al contener un vector de LDHA.
Ahora bien, del lado derecho de la figura 5 se observan efectos significativos al afladir oxamato,
puede verse que el comportamiento es dosis dependiente. El oxamato a esas concentraciones logra

revertir el efecto del vector de LDHA.
Efectos antiproliferativos del oxamato

Al analizar el efecto antiproliferativo del oxamato, algunos autores obtuvieron resultados in vitro
indicando que para células de adenoma pituitario (GH3) dicho efecto ocurre de manera dosis
dependiente (Fig. 6). Posteriormente justifican que la causa es un arresto en el ciclo celular,
especificamente en las etapas GO/G1 (An et al., 2017; Valvona & Filmore, 2018). Inhibir a la
LDHA y por ende a la glucolisis aerdbica ocasiona una gran reduccién en la produccion de ATP
y consecuentemente la velocidad con la que las células cancerigenas proliferan (Valvona &
Filmore, 2018). Es interesante ver en la grafica inferior, que aunque todas las concentraciones
ocasionan una reduccidon en el crecimiento en comparacion con el control, la pendiente del

crecimiento en el tiempo disminuye mientras la concentracion de oxamato incrementa, la forma

Curva de crecimiento

0.5+
-~ Control

0.4- -# 20mM Oxamato
© -+ 40mM Oxamato
g 0.3 - A0mM Oxamato
-g -+ 80mM Oxamato
a4 L%y -©- 100mM Oxamato
<

0.1+

00 T T ] 1

0 20 40 60 80

Tiempo (h)

Figura 6: Prueba de proliferacion celular en células GH3
incubadas con diferentes concentraciones de oxamato durante
0, 24, 48 y 72 h, donde n=3 (An et al., 2017; Valvona &
Filmore, 2018).
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sigmoide tipica de una curva de crecimiento parece verse afectada, aunque deberian de mostrarse

mas datos para realizar conclusiones.

Ahora bien, una manera de evaluar la proliferacion celular en cancer de manera macroscopica in
vivo es analizar el tamafio del tumor bajo diferentes condiciones. An et al. (2017), observaron el
crecimiento de tumores al generar modelos de xenoingertos (ratones) con inyecciones subcutaneas
(750 mg/kg) durante 9 dias conteniendo el control vacio de GH3 o con células sobrexpresando
LDHA. Los ratones fueron divididos en 4 grupos (vector vacio, vector vacio + oxamato, LDHA y
LDHA + oxamato). Los resultados mostraron que aquellos ratones con una sobrexpresion de
LDHA promovieron significativamente el crecimiento del tumor, mientras que los que fueron
inyectados con oxamato detuvieron significativamente el crecimiento tumoral (Fig. 7) (An et al.,

2017).

Una imagen como la mostrada en la figura 7A es poco comun en revistas cientificas, pero
proporciona una ayuda visual diferente a las graficas 7B y 7C. Lo primero que se observa en la
imagen y las gréficas de esta figura es que las células sin vector de LDHA mas oxamato redujeron
su volumen y peso de manera significativa. El efecto antiproliferativo del oxamato se presenta aun
cuando no exista una sobreexpresion de la enzima LDHA. Los autores justificaron dicho
comportamiento con el hecho de que el oxamato promueve la apoptosis en las células en cuestion
(GH3), es decir que ademas de detener la proliferacion induce la muerte celular. Seria importante
encontrar resultados del efecto del oxamato en células “normales” para observar si la proliferacion
y apoptosis de estas células “sanas” también son afectadas de manera significativa, ya que esos
efectos no serian benéficos clinicamente. Independientemente del efecto que tuvo el oxamato sobre
estas células, es evidente el efecto que tiene la sobreexpresion de la LDHA sobre el tamafio del
tumor. Esto resulta prometedor y motivante para encontrar compuestos como el oxamato que

inhiban a la LDHA y consecuentemente detengan el crecimiento de los tumores.
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Figura 7: Resultados de estudio in vivo. (A) Tumores extripados de ratones inyectados con un
vector vacio o con LDHA y adicionados sin y con oxamato. (B) Curva de crecimiento mostrando
el cambio en el volumen tumoral después de la administracion de un vehiculo o de oxamato. (C)

Peso tumoral de cada grupo de ratones. (D) Fluctuaciones en el peso corporal de los ratones de
cada grupo estudiado (An et al., 2017). *P < 0.05; ** P <0.01

Efectos antimetastasicos del oxamato

En el mismo estudio realizado por An et al. (2017) se describi6 un subtipo de adenoma pituitario
que invade huesos, senos nasales y la dura mater (meninge exterior); es decir, que causa metastsis
y por lo tanto causa mas proliferacion. Los autores adicionaron concentraciones de 0, 20 0 40 mM

de oxamato a las mismas células y recabaron que dicha inhibicién es concentracion dependiente:

a mayor dosis menor invasion celular (Fig. 8).
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Figura 8. Invasion celular en células de adenoma pituitario después de adicionar 0,
20 y 40 mM de oxamato. Observado con aumento de x100 (An et al., 2017).
**P <0.05

Posteriormente, los autores realizaron un analisis in vivo de la invasion de células de adenoma
pituitario, en este caso se obtuvieron células de 4 pacientes con dicho cancer, a través de biopsias
y después se trataron con oxamato durante 48 h. Apoyando los resultados in vitro hubo una
supresion de la invasion en todos los cultivos (Fig, 9) (An, et al., 2017).

E3 Paciente 1

E=3 Paciente 2

E3 Paciente 3
D paciente 4

Numero de células

g A

., . 3
i Fle S o S
LI I rgEm e

Control

S ‘. '.—W_‘. s ., .
Oxamate

Yo UL e

Figura 9. Invasion celular en células de adenoma pituitario después de ser expuestas
a oxamato. Observado con aumento de x100 (An et al., 2017). **P <0.05

La manera en la que se identificaron las células migrantes, tanto en la figura 8 como en la 9, fue a
través de un ensayo de migracion de Transwell. Este sistema utiliza una cdmara de pléstico sellada
en un extremo con una membrana porosa, dicha camara esta suspendida sobre un pozo mas grande
conteniendo un medio nutritivo. Después de colocar las células dentro de la cdmara se incubaron
durante 48 h ocasionando que las células migrantes se ubicaran en el pozo, una vez que ocurre esto
se tifien con una solucion, que en este caso fue cristal violeta. Aunque este tipo de ensayos son

muy utiles para analizar la migracioén y posible metastasis de células, como cualquier ensayo in
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vitro, existen limitaciones dependientes de la experiencia del analista y la técnica especifica

utilizada.

Ahora bien, en otro articulo donde también se discute la inhibicion de la metastasis tumoral al
tratar células cancerosas (en este caso de carcinoma renal) con oxamato, dicho efecto fue
confirmado al obtener resultados con menores niveles de actividad de LDHA, utilizacion de
glucosa y produccion de lactato (Zhao et al., 2017). Dichos autores proponen que esto sucede al
inhibir el evento vital de transicion epitelial-mesenquimal, también llamado EMT (por sus siglas
en inglés). Otros autores, encontraron que el oxamato inhibi6 significativamente la velocidad de
la migracién celular de meduloblastomas, lo cual seria de gran beneficio para reducir las

consecuencias de la naturaleza metastasica del cancer (Valvona & Filmore, 2018).
Limitaciones del oxamato

En un estudio en donde el objetivo principal era explorar al oxamato como blanco terapéutico para
meduloblastomas y donde encontraron propiedades antiproliferativas y antimetastdsicas, entre
algunas otras relevantes, reportaron que aunque éstas son prometedoras, la concentracion de
oxamato necesaria para tener efectos significativos clinicamente son demasiado altos como para
ser considerado (Valvona & Filmore, 2018). La dosis efectiva de este compuesto es muy alta como
para realizar una administracion in vivo debido a la limitada permeabilidad de la membrana (Feng,
et al., 2018). Sosteniendo los comentarios de los autores anteriores, durante toda la exposicion de
este compuesto se han encontrado efectos importantes pero todos siendo en concentraciones
milimolares. Debido a que el oxamato presenta una estructura altamente polar, se requiere de
concentraciones altas para poder atravesar la membrana celular. Por el otro lado, a causa de que el
oxamato es un andlogo del piruvato, existe la posibilidad que también inhiba otras reacciones
esenciales en donde sea necesario. Independientemente de las diversas limitaciones que presenta
este compuesto, derivados se siguen investigando y se siguen sintetizando con el proposito de
entender la inhibicion de la LDH y también le otorga un valor potencial para predecir la eficacia

de otros posibles inhibidores de esta enzima.
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4.1.2 PSTMB
Generalidades

El compuesto: 1-(fenilseleno)-4-(triflurometil) benceno, PSTMB (Fig. 10) por sus siglas en inglés,
inhibe a la LDHA al actuar como un inhibidor alostérico; modifica el sitio activo del piruvato y a
través de cambios conformacionales modifica ¢ inhibe la actividad de dicha enzima (de la Cruz-

Loépez et al., 2019).

Se

CF;

Figura 10: Estructura del PSTMB

Inhibicion de la LDH

Algunos autores realizaron una validacion in silico para poder comparar la afinidad entre el
piruvato, oxamato o PSTMB, versus la enzima LDHA (Tabla 1) (Kim et al., 2019). Analizando
estos resultados, la energia de union del PSTMB se observa menor que la del oxamato y el propio
piruvato, esto indica que dicha molécula se une a la LDHA de manera mas eficiente.
Adicionalmente, el valor sin NADH muestra que el PTSMB no depende del cofactor NADH para
poder unirse a la LDHA y por tanto inhibir su actividad. Ambas aseveraciones también aplican

para el oxamato pero el PTSMB muestra una menor energia que éste.

Tabla 1: Docking scores de compuestos activos y LDHA con o sin NADH (Kim et al., 2019).

Docking score (kcal/mol)

Compuesto
LDHA con NADH LDHA sin NADH
Piruvato -3.8 -3.5
Oxamato -4.5 -4.1
PSTMB -5.9 -6

Adicionalmente, dichos autores modelaron la union del PTSMB a la LDHA (Fig. 11) encontrando

que el inhibidor se coloca en el sitio/orificio opuesto al sitio activo del piruvato y en una
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orientacion y angulo diferente a éste. Toda esta interaccion ocasiona cambios conformacionales

que terminan inhibiendo la funcion del complemento LDHA-NADH (Kim et al., 2019).

Figura 11: Formacién y modelaje del complejo LDHA con NADH, piruvato, o PTSMB. El
inhibidor PSTMB se une a la LDHA en el sitio/orificio opuesto del sitio activo del piruvato. La
distribucion relativa de la carga superficial se muestra con la regién acida en rojo, la region
basica en azul y la region neutra en blanco. (Kim et al., 2019)

Posteriormente, el efecto del PSTMB se analizé en diferentes lineas celulares cancerigenas
incluyendo: cancer de colon (HT29), pulmonar (NCI-H1299), de mama (MCF-7), carcinoma
hepatocelular (Hep3B) y cancer murino pulmonar (LLC). Los resultados mostraron una inhibicion
dosis dependiente hacia la actividad de la enzima (Fig. 12) (Kim, et al., 2019). Como se aprecia a

través de este trabajo, no es comin que al analizar multiples lineas celulares se obtengan resultados
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Figura 12: Inhibicion de la actividad de la LDHA. Las
diferentes lineas celulares fueron tratadas con distintas
concentraciones de PSTMB por 24 h (Kim et al., 2019)
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positivos para todos los casos, incluso, es una de las razones por las cuales los investigadores se
enfocan en un tipo de cancer y/o linea celular. Es por ello que resulta bastante prometedor que para
todas las lineas celulares exista una inhibicion de la actividad de la LDHA, especialmente porque
esta inhibicion ocurre tanto en hipoxia como condiciones normales y se inhibe la actividad, mas

no la expresion.
Efectos antiproliferativos del PSTMB

Los mismos autores realizaron una evaluacion sobre el efecto antiproliferativo del PSTMB en
lineas celulares humanas y murinas (Tabla 2, Fig. 13). Los resultados mostraron efectos citotoxicos
en varias de las lineas celulares, excepto en células bronquiales humanas (BEAS-2B).
Posteriormente, los autores elucidaron que dicho efecto se potencia debido al incremento en la
produccion de especies reactivas del oxigeno y la pérdida de la integridad de la membrana
mitocondrial (Kim et al., 2019). El incremento de las especies reactivas del oxigeno reduce la
estabilidad de la mitocondria, lo que lleva a la induccion de la via intrinseca de apoptosis. La linea
celular BEAS-2B esté siendo utilizada como un modelo no tumorogénico; es decir, el objetivo de
incluir esta linea celular es saber la toxicidad que habria a nivel de epitelio pulmonar si se
considerara el uso del PSTMB, dicho efecto resulta ser limitado, y por lo tanto, el PSTMB vuelve

a considerarse como un compuesto prometedor.

Tabla 2: Efecto citotoxico de PSTMB en varias lineas celulares (Kim et al., 2019).

Linea celular Origen Clso (M)
NCI-H460 Célula humana de cancer de pulmén 7426 £2.17
NCI-H1299 Célula humana de cancer de pulmén 4533 +£1.94
MCEF-7 Célula humana de cancer de mama 84.3+1.92
Hep3B Célula humana de carcinoma hepatocelular 4533 +£2.22
A375 Célula humana de melanoma 62.45+2.24
HT29 Célula humana de céncer de colon 73.34 +1.04
LLC Célula raton Lewis de cancer de pulmoén 74.87 £1.22
BEAS-2B Célula humana normal de epitelio bronquial >300
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Figura 13: Efecto antiproliferativo del PSTMB. Las
diferentes lineas celulares fueron tratadas con distintas
concentraciones de PSTMB por 48 h (Kim et al., 2019).

Efectos antimetastasicos del PSTMB

Por el momento no existe informacion o resultados enfocados en esta actividad en particular, pero
la induccién de la formacidon de especies reactivas del oxigeno y los efectos antiproliferativos,

podrian ser una buena sefial para un posible efecto metastasico aunque habria que esperar

resultados al respecto.

Limitaciones del PSTMB

Debido a que el tinico reporte publicado es el de Kim et al., no se han encontrado limitaciones con
los resultados obtenidos hasta el momento, ya que se enfocan en estudios in vitro y no se han
encontrado resultados en modelos in vivo para analizar posibles efectos clinicos. Sin embargo,
aunque las concentraciones inhibitorias necesarias son menores que las del oxamato, siguen siendo

altas en comparacion con otros compuestos que seran mencionados en este trabajo.
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4.2 Compuestos cuyo mecanismo de accidén es competir con el NADH
4.2.1 Gosipol

Generalidades

El gosipol es un inhibidor competitivo de la union LDH-NADH, de naturaleza polifendlica,
encontrado en concentraciones altas y de manera natural en las glandulas pigmentarias de la planta
del algodon: Gossypium. Sus propiedades farmacocinéticas y toxicoldgicas son conocidas
ampliamente debido a su estudio como anticonceptivo oral masculino, y como antitumoral desde

los afios 90°s (Shelley et al., 1999).

Inhibicion de la LDH

Fue el primero descrito como inhibidor de la isoforma LDHC (requerida para la expresion de
proteinas en espermatozoides), pero se ha estudiado para el resto de las otras isoformas, ya que la
LDHA y LDHB son las que son mas asociadas al efecto Warburg (Yu et al., 2001). En un estudio
realizado in vivo en ratones con fibrosis pulmonar* inducida se administraron dosis de 5, 10 0 20
mg/kg o un vehiculo durante 21 dias y después se realizé una eutanasia. Los resultados mostraron
una inhibicion significativa de la actividad de la LDH en el dia 21 (Fig. 15) (Judge et al., 2018).
Cabe recordar que en el estudio in vivo mencionado en este trabajo, realizado con oxamato también
con ratones, usaron 750 mg/kg para observar los efectos antiproliferativos. Aunque en ese caso era

para medir y pesar el volumen de los tumores, la diferencia de dosis en comparacion con el gosi-

26



pol es mas o menos 30 veces mayor. Es posible que el gosipol tenga mejores oportunidades para
poder ser considerado clinicamente, o por lo menos debe haber menos problemas con la

permeabilidad de la membrana.
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Figura 15: Inhibiciéon de la actividad de la LDH al ser
tratados con gosipol; con o sin la presencia de fibrosis
inducida en ratones. (Judge et al., 2018) *P<0.01

Ahora bien, la grafica superior indica que en células sin fibrosis el efecto del gosipol no es
significativo, por lo que también resulta prometedor que su inhibiciéon no afectaria a células
normales. Posteriormente, es notoria la gran diferencia entre la actividad de la LDH de las células
sin fibrosis y aquellas con fibrosis, lo cual indicaria que diagnosticar o predecir fibrosis pulmonar
con niveles de LDH seria un buen marcador. Por tltimo, existe una diferencia significativa en la

actividad enzimatica al anadir 20 mg/kg de gosipol.

Efectos antiproliferativos del gosipol

En un estudio enfocado en cancer de pulmoén de células no pequenas (NSCLC) se trat6 a la linea
celular H1975 con varias concentraciones de gosipol (0, 5, 10, 20 y 40 pM) durante 72 h para
evaluar viabilidad celular (Fig. 16), y durante 14 dias para la formacion de colonias (Fig. 17). En
este segundo ensayo se utilizaron 3 veces menos células que en el primero (Wang, et al., 2018).
La viabilidad celular mide la proporcion de células vivas y sanas dentro de una poblacion. En

cambio, un ensayo de formacion de colonias evaliia la habilidad de células individuales para
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sobrevivir y reproducirse para formar colonias. Estos dos bioensayos evaltian diferentes aspectos

de la proliferacion.
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Figura 16: Evaluacion de la proliferacion celular de H1975
después de tratatarse con 0, 5, 10, 20 y 40 pM de gosipol (Wang
et al., 2018).

Figura 17: Formacién de colonias de células H1975 monitoreadas durante 14 dias
después de tratamientos con gosipol (0-5 uM) tefiidas con cristal violeta (Wang et al.,
2018).

El gosipol inhibié de manera concentracion dependiente tanto la viabilidad celular de la linea
celular estudiada como la capacidad de formar colonias, es decir tiene un efecto antiproliferativo
significativo. Para el ensayo de viabilidad celular la concentracion inhibitoria calculada fue de
10.89 + 0.84 uM, complementario a esto, la Clso de células de pulmoén normales fue de 35.26 +

1.09 uM donde existe una ventana de toxicidad a considerar.
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Efectos antimetastasicos del gosipol

Ahora bien, en el mismo reporte realizado en 2018 por Wang et al., se estudid el efecto
antimetastasico del gosipol en células tumorales (H1975), al realizar un ensayo de cicatrizacion
donde se observo que aquellas células tratadas con gosipol redujeron la tasa de cicatrizacion de
manera concentracion dependiente (Fig. 18). El ensayo de cicatrizacion/sanacion de herida (wound
healing essay) estd conformado de una mono capa de células a las cuales se les genera una
ranura/espacio de manera artificial, normalmente con la punta de una micropipeta; el movimiento
se observa bajo un microscopio. La figura a continuacion muestra en la parte superior el espacio
inicial y debajo el espacio después de 24 h, el control o concentracion 0 muestra un cambio bastante
significativo entre el tamafio a las 0 y 24 h y, como siempre, funciona como una buena referencia
visual para comparar con el resto de las imagenes. Es notorio que, a mayor concentracion, el
espacio entre las dos secciones de células incrementa y, por tanto, hay una disminucion en la
migracion. En resumen, el gosipol inhibe la habilidad migratoria de las células H1975, la diferencia

entre el tiempo 0 y a 24 h al utilizar una concentracién de 20 uM de gosipol fue minima.

10 pM

Figura 18: Ensayo de curacion de herida de células H1975 después de ser tratadas con
0,5, 10 y 20 pM de gosipol por 24 h (Wang et al., 2018).
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Limitaciones del gosipol

El mayor problema con esta molécula es que no es selectiva, al ser un producto natural presenta
multiples actividades bioldgicas como el ser antitumoral, antioxidante, antiviral, antiparasitario.
Ademas, existe en dos formas enantioméricas, en donde la forma (R) es més potente que el isomero
(S) con un valor de ClIso =20 uM en melanoma, cancer de pulmon, de mama, cervical y leucemias,
pero presenta niveles de toxicidad preocupantes. Esta toxicidad no selectiva puede relacionarse
con lo altamente reactiva que es la estructura, donde los dos grupos aldehido y los grupos
hidroxilos son altamente sensibles a la generacion de metabolitos toxicos. Aunque la Clso del
gosipol es mucho mas adecuada que la del oxamato, se han finalizado fase I/Il en pacientes con
diferentes tipos de cancer debido a toxicidades inaceptables (Rani & Kumar, 2016). Este
compuesto es poco soluble en agua y debido a su estructura presenta 5 pKa, ocasionando que la
inhibicion de la LDH sea altamente dependiente del pH: a menor pH menor concentracion de
gosipol. En otras palabras, los cambios en los estados de protonacion del gosipol contribuyen a
cambios en la inhibicion de la LDH (Finch, 2017). Lo anterior afecta y debe considerarse si se
llegaran a realizar estudios de biodisponibilidad, no poder controlar el pH del medio durante la
administracion y distribucion del farmaco ocasionaria mas problemas de toxicidad y/o efectos no
deseados. Desafortunadamente por todas las razones anteriores el gosipol ha dejado de
desarrollarse, aunque contintian estudios para seguir evaluando sus propiedades y observar si
pueden desarollarse andlogos en donde estos problemas sean disminuidos, pero sin afectar sus

efectos antiproliferativos y antimetastésicos.
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4.2.2 FX11

Generalidades

Tomando en cuenta las limitaciones mencionadas del gosipol se comenzaron a evaluar anélogos
de éste con el proposito de encontrar compuestos mas seguros y efectivos. Uno de ellos es el FX11
(Fig. 19; [4cido 2,3-dihidroxi-6-metil-7-(fenilmetil)-4-propilnaftaleno-1-carboxilico]), el cual
también compite con el NADH para inhibir a la enzima LDH (Feng et al., 2018).

Figura 19: Estructura del FX11

Inhibicion de la LDH

Al medir la produccion de acido lactico en tres lineas celulares de neuroblastomas, 24 h después
de un tratamiento con 10 y 20 uM de FXI11, y usando DMSO como control, se encontrd una
disminucién de la produccion de lactato en todas las lineas celulares (Fig. 20) (Rellinger et al.,
2017). Aunque esto sucedio para las 3 lineas celulares, el nivel de inhibicion/ produccion de lactato
para la linea BE(2)-C es mucho menor que para las otras 2 lineas (SK-N-AS:89%, LAN-1: 95%,
BE(2)-C: 32%). La diferencia entre esta linea y las otras dos es que tanto SK-N-AS como LAN-1
expresan altos niveles de LDHA, mientras que BE(2)-C expresa menores niveles de LDHA. Lo
interesante de estos resultados es que se podria pensar que debido a una menor expresion de LDHA
por parte de esa linea celular, los niveles iniciales/del control serian menores y, por tanto, en la
grafica se veria menor la inhibicion, pero eso no sucede. Los niveles control de lactato son
similares a los de la linea SK-N-AS que tiene altos niveles de expresion de LDHA; ademas, los
resultados de inhibicion fueron tratados en porcentajes. Seria interesante continuar los estudios de
estos compuestos y otros, para entender el comportamiento de dicha linea celular. Los autores no
hacen comentarios al respecto de estos resultados y su posible causa. De igual manera, siempre es

importante tener en cuenta que estudios in vitro siempre tienen la limitacion de no reflejar las
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mismas condiciones que ocurren in vivo. Por otro lado, también se observa que la inhibicidon no
resulto ser concentracion dependiente al aumentar la concentracion de FX11a 20 uM la produccion

de lactato no disminuy6 proporcionalmente.
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Figura 20: Inhibicion de la produccion de lactato debido a un tratamiento
con FXI1 (10 y 20 pM) vs, control (Rellinger et al, 2017).

* P <0.05 para 10 uM de FX11 vs control
1 P<0.05 para 20 pM de FX11 vs control

Este compuesto altera la actividad de la enzima LDHA mas no su expresion (Fig. 21), lo que
induce una mejora en la glucolisis y por tanto un microambiente acidificado que ocasionan

implicaciones en la fisiologia del tumor. La tubulina se muestra como control (Xian et al., 2015).
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Figura 21: Expresion protéica de la enzima LDHA en las lineas celulares
PC-3 y DUI45 (estandares para céancer de prostata) después de un
tratamiento con FX11 (Xian et al., 2015).
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Efectos antiproliferativos del FX11

Continuando con los resultados de Rellinger et al., 2017, el FX11 tuvo efectos inhibitorios in vitro
sobre la proliferacion celular de cinco lineas celulares de neuroblastomas, después de una
exposicion con FX11 a 0, 10 y 20 uM (Fig. 22). En contraste con la produccioén de lactato, la
concentracion de 20 pM tuvo efectos inhibitorios significativos sobre la proliferacion,
especialmente durante los dias 3 y 4, y presentd un comportamiento concentracion dependiente.
Los autores atribuyen dichos resultados a efectos toxicos sobre receptores off-target del FX11.
Asimismo, un aumento en la fase G1 del ciclo celular (2-11%) y una disminucion significativa en
la fase S (2-7%) se encontrd en todas las células evaluadas. Ello indica que el FX11 bloque6 la

proliferacion a través del ciclo celular (Rellinger et al., 2017).
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Figura 22: Inhibicién del crecimiento celular de cinco lineas celulares de
neuroblastoma, después de un tratamiento con 10 y 20 uM de FX11
(Rellinger et al., 2017).

* P <0.05 para 10 uM de FX11 vs control

1 P<0.05 para 20 uM de FX11 vs control
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Efectos antimetastasicos del FX11

Existe un estudio en lineas celulares de cancer de prostata que confirma la inhibicion de migracion
e invasion celular después de un tratamiento con FX11 (Fig. 23) indicando que el decremento de
la actividad de LDHA esta involucrado en el efecto antitumoral de FX11 (Xian et al., 2015). La
deficiencia de LDHA llevd a una disminucién en la produccion de lactato y por tanto menor
migracion e invasion. Sin embargo, debido a que estos autores no midieron la actividad de la
enzima LDHA, no es posible confirmar si los efectos de FX11 fueron debidos a una disminucion
de la isoforma LDHA o por la molécula en si. Después de los comentarios en la seccion anterior
es importante aclarar que no son efectos off-target. La diferencia entre el concepto de migracion
(graficas superiores) y la invasion (graficas inferiores) es que el primero habla sobre movimiento

celular normal como respuesta a estimulos quimicos o mecanicos y el segundo sobre la accion es-
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Figura 23: Efectos sobre la migracion (A) e invasion (B) celular de las
lineas celulares PC-3 y DU145 (estandares de cancer de prostata) después
de un tratamiento con FX11 (Xian et al., 2015).

*P<0.05; ** P<0.01
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pecifica de invadir tejidos y la habilidad de volverse moviles atravesando la membrana
extracelular. Independientemente, ambas lineas presentan efectos significativos y aunque para el
caso de la PC-3 la p < 0.01 y, tal vez el efecto es mayor, para los objetivos de este trabajo son

similares los efectos y ambos se consideran igualmente ciertos.

Limitaciones del FX11

Independientemente de que el FX11 presenta resultados prometedores sobre la inhibicion de la
LDHA y ayuda para elucidar el efecto Warburg y sus consecuencias moleculares, el uso de éste
presenta algunos retos terapéuticos. En un estudio para linfomas se calculd que la dosis para una
eficacia in vivo debia ser de 42 pg para inyeccion intraperitoneal de manera diaria con un nivel
sérico inicial esperado de ~100 pg asumiendo una distribucion uniforme e inmediata y sin
considerar la vida media o metabolismo del farmaco. Aunque todas estas condiciones siendo
asumidas fueran ciertas, lo cual es muy poco probable, la solubilidad de este compuesto interfiere
y se convierte en un factor dosis limitante ya que solo podria duplicarse la dosis antes de llegar al
limite de la solubilidad de FX11 en solucioén acuosa (Le et al., 2010). En otras palabras, una vez
mas tenemos un compuesto que clinicamente no parece ser prometedor.
Adicionalmente, algunos estudios han cuestionado la efectividad de FX11, ya que como fue
mencionado anteriormente, es posible que algunos de los efectos observables no se atribuyan a la
inhibicion de la LDHA si no a la naturaleza reactiva del grupo catecol, por tanto, la molécula no
seria un candidato adecuado, ya que ese grupo es altamente reactivo y su posterior desarrollo seria
detenido (Feng et al., 2018). No tener un comportamiento dosis dependiente ocasiona que el
desarrollo del medicamento y la busqueda de una dosis clinicamente adecuada sea mucho mas
complicada de conseguir y conlleva mas factores que no pueden ser controlados y por otra parte,
tener efectos off target implica que puedan ocurrir efectos secundarios no deseados que pudieran

ocasionar alteraciones fisioldgicas mas complicadas.
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4.2.3 Quinolinas 3-sulfonamidas

Generalidades

Las quinolinas representan una de las clases de nitrogenados conteniendo heterociclicos con gran
significancia terapéutica (Syed, 2016). Entre sus derivados se encuentran las quinolinas 3-
sulfonamidas (Fig. 24), las cuales son inhibidores de la enzima LDH al competir con el NADH,
presentan una mayor selectividad hacia la isoforma LDHA que hacia la isoforma LDHB (Feng et

al., 2018).

I
S——NH,
Nl
0]
=
N
Figura 24: Estructura general de una quinolina 3-
sulfonamida
Inhibicion de la LDH

Durante esta seccion se mencionan 3 compuestos identificados por Billiard et al. (2013)
visualizados en la figura 25A. Dichos compuestos se obtuvieron utilizando la coleccion de la
compaiiia farmacéutica GlaxoSmithKline (GSK) y seleccionando aquellos con Clso de 2 a 3 nM.
Posteriormente, una prueba sobre la actividad celular de dichos inhibidores se realiz6 en células
de carcinoma hepatocelular humano (Snu398) conteniendo niveles indetectables de LDHB. Para
ello se utilizaron concentraciones crecientes de los 4 compuestos. Los compuestos 1 a 3 mostraron
inhibicién sobre la produccion de lactato, mientras que el andlogo inactivo (compuesto 4) no
ocasiono dicho efecto (Figura 25B). A pesar de que los inhibidores presentaron concentraciones
inhibitorias de 2 a 16 nM, inhibieron al lactato celular con CE50=400 a 600 nM. Los autores
sospecharon que dicha atribucion fue debida a baja permeabilidad celular. Tomando en cuenta lo
anterior, se calcularon dichas concentraciones que resultaron ser altas. Billiard ef al. aclararon que,
aunque los compuestos entran a la célula, una alta permeabilidad celular no indica que existan altas
concentraciones del compuesto en su forma libre (Billiard et al., 2013). Otra razén que podria
explicar los valores de CEso, es que exista una alta concentracion de LDHA en las células de

eleccion, por lo que realizaron este ensayo en diferentes lineas celulares (Fig. 25C).
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Figura 25: Efecto de las quinolinas 3-sulfonamida sobre la LDHA y la produccién de
lactato en células cancerigenas. (A) Estructuras de los inhibidores de la LDHA y su Cl;, sobre
enzimas LDH recombinantes humanas. (B) Inhibidores potenciales (1-3) inhiben la produccion
de lactato en células Snu398 de carcinoma heptaocelular, en comparacion con el compuesto 4
que no tiene efecto sobre el lactato celular. La concentraciéon de lactato fue normalizado a
viabilidad celular a través del ensayo: CellTiterFluor (CTF); la relacion lactato/CTF que se
obtuvo en células tratadas con DMSO fue fijado a 100%. (C) Diferentes lineas celulares
cancerigenas presentan sensibilidades diferentes hacia la inhibicion de LDHA (Billiard et al.,
2013)
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Este estudio muestra ser muy interesante justamente por la figura 25C, de toda la informacién y
resultados encontrados hasta ahora durante este trabajo, éste es el primero que amplia las lineas
celulares estudiadas para comprender las diferentes sensibilidades y poder enfocarse en unos tipos
de canceres mas que en otros. Aunque seria un poco ingenuo pensar que alguno de estos
compuestos pudiera inhibir y causar los efectos deseados para cada uno de los canceres existentes.
Después de los ensayos realizados anteriormente es evidente que el compuesto 4 queda descartado,
1 y 2 presentan las menores Clso y CEso y, para la figura 25C eligen el compuesto 1 como referencia
donde las lineas celulares del lado izquierdo son més sensibles (higado, ovario, mama) que las de

la derecha (colon, rifion, pulmoén) (Billiard et al., 2013).
Efectos antiproliferativos de las quinolinas 3-sulfonamidas

Posteriormente, Billiard, et al. (2013) realizaron estudios con el objetivo de concentrarse en el
compuesto 1, entre ellos, la inhibicion sobre la proliferacion de la linea celular Snu398(carcinoma
heptaocelular) y HepG2 (células hepaticas no cancerigenas). Donde se observé un comportamiento
dosis dependiente para las Snu398 (Fig. 26A superior) al igual que la induccion de la apoptosis
sobre dicha linea celular después de 24 h de incubacion. Debido a que la sintesis de NAD" es uno
de los componentes esenciales para la funcion adecuada de LDH, los autores sugirieron reducir el
abasto de NAD" para potenciar los efectos de la inhibicion de LDH sobre la sobrevivencia celular.
Al afiadir el inhibidor de NAD": NAMPT, la potencia del compuesto 1 incrementd ocasionando
una dosis suficiente como para inducir muerte celular (Fig. 26A inferior). Por el otro lado, para la
linea celular HepG2, el compuesto 1 no ocasiond cambios en la sobrevivencia excepto en la dosis
mas alta (Fig. 26B superior), la adicion del inhibidor NAMPT no mejord la potencia del compuesto
1 (Fig. 26B inferior), (Billiard et al., 2013). Esto quiere decir que para células hepaticas, el
compuesto 1 logra inhibir el crecimiento de células tumorales mas no de las no tumorales, lo cual

es deseable para no interrumpir el funcionamiento hepatico normal del paciente.
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Figura 26: Inhibicion de la proliferacion e induccién de la apoptosis en Snu398,
mas no HepG2. (A,B) Ambas lineas celulares fueron tratadas con DMSO o dosis
crecientes del compuesto 1 de 4 a 8 dias; posteriormente se realizé un ensayo de
viabilidad celular. Las graficas inferiores fueron obtenidas al afiadir la presencia de
un inhibidor de la sintesis de NAD* (NAMPT). La linea punteada indica la densidad
inicial de células (Billiard et al., 2013).

Efectos antimetastasicos de las quinolinas 3-sulfonamidas

Aunque no se encontraron estudios que evaluan especificamente el efecto de este tipo de quinolinas
sobre la invasion o metastasis, un estudio evaluando el efecto sobre tumorspheres fue reportado.
Un tumorsphere, es una formacion esférica solida que se desarrolla a partir de una célula
cancerigena progenitora, la diferencia entre una agregacion celular (Fig. 27A) y este tipo de
formaciones (Fig. 27B) es que, en agregaciones celulares las células individuales son facilmente
identificables y en tumorspheres, no, visualmente parece haber una fusion entre células (Johnson,

Chen & Lo, 2013). Adicionalmente, algunos autores han discutido la presencia de tumorspheres
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en la sangre como marcador de metastasis especificamente en pacientes con cancer de mama
(Pizon, Schott, Pachmann & Pachmann, 2016), por lo que son relevantes los siguientes resultados.
Considerando esto, Xie et al. (2014) encontraron que la inhibicion de LDHA causada por el
compuesto 1 de GSK redujo la habilidad de la linea celular A549 (carcinoma pulmonar) para
formar tumorspheres (Fig. 28). Aunque la imagen del lado izquierdo sea oscura se logra observar
la diferencia fisioldgica entre células sin el compuesto 1 y con 10 uM del compuesto 1y, del lado
izquierdo se observa un comportamiento concentracion dependiente y significativo entre la
concentracion del inhibidor y la formacion de tumorspheres. Aunque este ensayo sea in vitro y se
asuma que esto tiene un valor antimetastasico, es evidente que la inhibicién de la LDHA por parte

de este compuesto tiene un efecto sobre la progresion tumoral.

Figura 27: Diferencia estructural entre un tumorsphere (A) y
una agregacion célular (B), (Johnson, Chen & Lo, 2013).
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Figura 28: Inhibicion sobre la formacion de tumorspheres al utilizar 0, 5 y 10 pM del
compuesto 1 de GSK, (Xie et al., 2014). *P< 0.05



Limitaciones de las quinolinas 3- sulfonamidas

Farmacocinéticamente, la depuracion del compuesto 1 después de una infusion intravenosa de 0.25
mg/kg en ratas mostro ser de 69 mL/min/kg, lo cual excede el flujo hepatico normal de las ratas
(= 55 mL/min/kg). Por el otro lado, la administracién oral de 100 mg/kg en ratones resultd en
niveles sanguineos del compuesto por debajo del limite de deteccion (2.5 ng/mL). Considerando
todo lo anterior, no se continuaron estudios animales adicionales, las propiedades farmacocinéticas
son inaceptables para el uso in vivo. Otra limitacion de los compuestos propuestos por GSK es el
hecho de que a dosis iguales o mayores a 10 uM se manifiestan efectos directos mitocondriales
que posiblemente no son mediados por la inhibicion de la LDH. Sin embargo, los estudios sobre
estos compuestos continuan contribuyendo a la elucidacion de aspectos clave de la biologia de la
enzima lactato deshidrogenasa y las consecuencias de su inhibicion (Billiard et al., 2013). Aunque
este estudio no sea tan reciente, aporta todo lo mencionado anteriormente y siempre pudiera existir
la posibilidad de que debido a que estos compuestos vienen de una farmacéutica exista informacion

oculta debido a asuntos de patentes, atin asi se considerd relevante para este trabajo.
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4.3 Compuestos cuyo mecanismo de accidén es competir con el piruvato y el NADH
4.3.1 NHI

Generalidades

Los N-hidroxiindoles (NHI) son inhibidores atractivos ya que son sencillos de sintetizar y
presentan toxicidad selectiva hacia células cancerosas y eficacia in vitro para cultivo celular.
Cuando fueron evaluados los compuestos NHI-1 y NHI-2 se observo que pueden inhibir tanto
LDHA como LDHB, asi como los sitios del piruvato como del NADH. Debido a que las Clso para
la inhibicién de LDHB son de aproximadamente 5 veces mas grandes que para LDHA, los autores
han decidido enfocarse en la inhibicion de la ultima (Granchi et al., 2013). Esta clase de
compuestos presentan el concepto de inhibir el efecto Warburg con una diana-dual al enlazar
glucosa a un inhibidor enzimatico glucolitico (Calvaresi et al., 2013), las estructuras ejemplo de
todo lo anterior se presentan en la figura 29, esta diana adicional tiene como objetivo reducir la

produccion de lactato atin més (D'Andrea et al., 2019).
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Figura 29: Estructuras de N-hidroxiindol (NHI) sin
conjugar y conjugadas con glucosa (Calvaresi et al.,
2013).
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Inhibicion de la LDH

El enfoque especifico que se le otorga al efecto Warburg, al estudiar a los NHI se basa en que la
mayoria de las células tumorales muestran una sobreexpresion del transportador de glucosa
GLUT-1, ademas de la enzima de la glucolisis: LDHA, esto ya fue evaluado para el caso del
oxamato. Utilizar los compuestos NHI mas sus conjugados con glucosa logra afectar tanto la
captacion preferencial de glucosa como el aumento del proceso de la glucodlisis en células
cancerosas (Fig. 30). Ademas, minimiza los efectos off target ya que los conjugados mejoran la

especificidad de los inhibidores de la LDHA (D'Andrea et al., 2019).
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Figura 30: Diana-dual sobre el efecto Warburg al utilizar un inhibidor de LDHA conjugado
con glucosa (Calvaresi et al., 2013).

Tomando en cuenta lo anterior, algunos autores evaluaron la capacidad inhibitoria de estos 4
compuestos versus una serie de lineas celulares cancerigenas que representan a los tipos de cancer
en los que es comuin tener una sobreexpresion de la enzima LDHA. Estos expresan niveles altos
de GLUT-1, el NHI-Glc-1 no se encuentra en la tabla 3 ya que presenté una Clso > 200 uM en
células HelLa y por tanto se consideré como inactivo (Calvaresi et al., 2013). En la tabla 3 se
encuentran ordenados, de izquierda a derecha, de mayor toxicidad a menor toxicidad, siendo el
NHI-Glc-2 el mas prometedor debido a sus concentraciones inhibitorias; sin embargo, no debe
dejar de enfatizarse que para el fibroblasto no cancerigeno la concentracion también es baja y eso

podria causar efectos no deseados.
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Tabla 3: Toxicidad celular cancerigena inhibidores de LDHA: NHI (Calvaresi et al., 2013).

Clso (nM)
Linea celular Tejido de origen

cancerigena NHI-1 NHI-2 NHI-Glc-2

HeLa Cervix 43.8 £4.6 334+1.0 72+0.2
A549 Pulmon 131.0£17.6 44,1 +£6.2 17.2+3.0
H1299 Pulmon 141.0+11.1 61.1+11.8 180+ 1.5
H226 Pulmon 120.7+7.8 434+53 16.8 £ 2.8
MCEF-7 Mama 1243 +£7.1 64.9 +13.1 16.7 £ 1.1
BT549 Mama 110.1+£9.5 345+ 10.0 12.7+0.4
IGROV-1 Ovario 123.3+£6.8 574+73 155+3.0
WT-MEF Fibroblasto normal 245.0+13.0 80.5+8.2 322+0.2

Ahora bien, para poder evaluar la eficacia al inhibir la produccion de lactato se trataron células
HeLa con concentraciones variables de NHIs y otros inhibidores como es el caso de FX11, que ya
fue discutido en este trabajo, y con galoflavina, que serd mencionada posteriormente (Fig. 31A),
(Calvaresi et al., 2013). Siendo consistente con los resultados de la tabla 3, NHI-Gluc-1 sé6lo
presenta efectos modestos a 200 uM y NHI-1 requiere de 500 uM. Por el otro lado, NHI-Glc-2 es
mas potente que NHI-2, muestra un comportamiento concentracion dependiente en la reduccion
sobre la produccion de lactato y muestra efectos modestos a concentraciones altas, lo cual no es el
caso para FXI1 o la galoflavina. Aunque el NHI-2 también presenta un comportamiento
concentracion dependiente, la relacion entre la produccion de lactato entre las concentraciones de

100 y 200 uM parece ser menos proporcional que para el caso del NHI-Glc-2.

De manera adicional, evaluaron la habilidad de estos compuestos para penetrar las células de A549.
NHI-2 mostrd estar presente con concentraciones 4.5 veces mas altas que NHI-1 y, NHI-Glc-2 24
veces mas concentrado (Figura 31B), lo cual demuestra que la estrategia utilizada funciona y

ocasiona que exista una mayor disponibilidad intracelular.
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Figura 31: Inhibicién de la LDHA por NHIs. (A) Inhibicion sobre la produccion de lactato al
utilizar diferentes concentraciones de NHIs y otros compuestos conocidos (FX11 y galoflavina).
(B) Concentracion intracelular de NHI-1, NHI-2 y NHI-Glc-2 (Calvaresi et al., 2013).

Efectos antiproliferativos del NHI

Tomando en cuenta todos los resultados anteriores, afios después, se dieron a conocer resultados
sobre los efectos antiproliferativos del NHI-Glc-2, ya que mostré ser el que tiene mas potencial
por sus menores Clso y mayor concentracion intracelular (Di Bussolo et al., 2015). En esta ocasion,
observaron el efecto de utilizar otros azucares que no fueran D-glucosa, ya que el transportador
GLUT-1 puede transportar otros sustratos ademds de glucosa (Fig. 32A). Después de confirmar
que los compuestos 2 y 3 logran penetrar a las células e inhiben la produccion de lactato, se evalud
la capacidad antiproliferativa sobre las lineas celulares: HeLa y A549 (Tabla 4). El compuesto 1,
ya conocido anteriormente como NHI-Glc-2, vuelve a presentar una mayor potencia que su
aglicona NHI-2; el compuesto 2 conteniendo manosa resulta ser mas potente que la aglicona, y el
compuesto 3 conteniendo glucosa tiene menores concentraciones que la aglicona pero un poco

mayores que el modelo NHI-Glc-2.

Posteriormente, diferentes autores evaluaron unicamente el efecto de NHI-Glc-2 (1) sobre la linea
celular pancreatica PANC-1, donde se observo que éste es capaz de inhibir la proliferacion celular
en rangos micro molares e incluso a concentraciones muy altas el nimero de células es menor al

inicial (Fig. 32B), (Hassouni et al., 2020).
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Figura 32: (A) Estructuras de NHI conjugados: B-D-Glc- (1), a-D-Man-(2), B-D-Gul- (3), y
B-D-Glc(Nac)- (4); (Di Bussolo, et al., 2015). (B) Inhibicion de la proliferacion celular de la
linea celular PANC-1 (Hassouni et al., 2020).

Efectos antimetastasicos del NHI

En un estudio donde unicamente se evaluaron NHI-1 y NHI-2 se realizé un ensayo de curacion de
herida para evaluar la capacidad de inhibir la migracion de células LPC006 (cancer pancreatico)
(Maftouh et al., 2014). Para ello se administré 1 pM de NHI-1 o NHI-2 y, después de 8 h se observo
una reduccion significativa (Fig. 26 A) de aproximadamente 20% en comparacion con el control.
Sorprendentemente, en contraste con todos los resultados obtenidos hasta ahora el compuesto NHI-
1 mostro tener un efecto antimetastasico superior al del NHI-2, evidentemente seria ideal incluir
al NHI-Glc-2 para evaluar el comportamiento observado hasta este momento, pero no se encontré

informacion similar incluyendo a todos los compuestos evaluados hasta el momento.
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Por el otro lado, continuando con la serie de articulos anteriores de Hassouni ez al.(2020), se realiz
un ensayo visual donde se observaron los cumulos ya mencionados en el compuesto anterior:
tumorspheres, de la linea celular PANC-1 al ser expuestas a un tratamiento de 1 pM de NHI-Glc-
2 cada 3 dias, durante un total de 12 dias de observacion (Fig. 33B), (Hassouni et al., 2020).
Aungque la visualizacion de dichos tumorspheres es distinta al ensayo mencionado anteriormente,
es clara que la integridad de dichas estructuras se ve deteriorada después de adicionar el compuesto
en cuestion, debido a que estas estructuras han sido consideradas como marcadores de metastasis

se consideran a estos resultados cualitativos como efectos antimetastasicos.
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Figura 33: Actividad antimetastdsica de NHI’s. (A) Ensayo de curacion de
herida en células LPC006 después de ser expuestas a 1 uM de NHI-1 o NHI-2.
*P >0.05 (Maftouh, et al., 2014). (B) Deterioro de la integridad de tumorspheres
de células PANC-1 (Hassouni et al., 2020).

Limitaciones del NHI

Aunque este compuesto parece ser muy prometedor ya que los tres parametros evaluados para cada
compuesto o grupo de compuestos en este trabajo mostraron resultados deseados, es posible que
para poder avanzar a nivel clinico no pueda administrarse como monoterapia ya que las células
que utilizan este tipo de metabolismo es una subpoblacion. La informacion disponible acerca de
este compuesto a nivel clinico indica que en 2014 (Maftouh, et al., 2014) la fase preclinica fue
detenida debido a que existia poca evidencia acerca del mecanismo y sus efectos. Como es evidente
en esta seccion, el dia de hoy existe mas evidencia por lo que seria prudente evaluar parametros

de toxicidad a nivel in vivo para poder considerar la posibilidad de avanzar de manera clinica
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4.3.2 GNE-140
Generalidades

Después de haber realizado una busqueda extensiva de moléculas pequefias en una biblioteca
digital, algunos autores sugirieron realizar modificaciones de un compuesto inicial para obtener
uno que ocupara tanto el sitio activo del piruvato como del NADH. El nombre de dicho compuesto
es: GNE-140 (Fig. 34) y es conocido por inhibir a las isoformas: LDHA, LDHB y LDHC
(Boudreau et al., 2016).

Cl

\O _J

Figura 34: Estructura del GNE-140

Inhibicion de la LDH

Boudreau et al. (2016) realizaron un estudio con el GNE-140 en la linea celular pancreatica: MIA
PaCa-2, en donde los valores de Clso para LDHA y LDHB fueron 0.003 pM y 0.005 uM,
respectivamente, aunque son resultados in vitro se tiene una concentracion clinicamente mas
atractiva. El GNE-140 se une a la LDHA en el sitio activo adyacente al NADH formando puentes
de hidrégeno con los aminodcidos Argl68, His192 o Asn137 del sitio activo (Fig. 35A). También,
resultados indican que después de 6 h de exposicion al GNE-140 los niveles de lactato se redujeron
indicando que la inhibicion fue exitosa (Fig. 35B). Para observar los efectos de la inhibicion de la
LDHA se midieron los niveles de otros metabolitos de la glucolisis y ciclo de las pentosas, éstos
incrementaron después de ser expuestos a GNE-140. En otras palabras, asi como el decremento de
niveles de lactato indica que existe una inhibicion, el aumento de todos los demas metabolitos
anteriores indica que efectivamente la enzima siendo inhibida es la LDHA y que este

efecto/disminucion de lactato no esta ocurriendo en otra parte de la ruta metabdlica. Por otro la-
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Figura 35: Inhibicién de la LDHA por parte del GNE-140. (A) Estructura de
un GNE-140 (verde) y NADH adyacente (blanco) situados en el sitio activo de la
LDHA. Los puentes de hidrogeno estan sefialados con lineas punteadas. (B)
Reduccion de los niveles de lactato determinados en células MIA-PaCa-2
expuestas a GNE-140 durante 6 horas. (C) Reduccion de los niveles de lactato in
vivo después de administrar 2 dosis diarias de 100, 200 o 400 mg/kg durante 7 d
(Boudreau et al., 2016).

do, los autores realizaron un analisis de la inhibicion de la LDHA in vivo en el cual utilizaron
ratones que presentaban tumores en células MIA-PaCa-2 y éstos fueron administrados con 2 dosis
diarias de 100, 200 y 400 mg/kg durante 7 dias. Después de cosechar los tumores se observé una
reduccion de lactato con comportamiento dosis dependiente (Fig.35C). Sin embargo, después de

6 h no se detectaron cambios significativos, indicando que el GNE-140 presenta una rapida
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depuracion y por tanto esto reduce su eficacia (Boudreau et al., 2016). Aunque se demuestra que
el GNE-140 logra inhibir a la enzima LDHA tanto in vitro como in vivo y que para ambos es dosis
dependiente, la rapida depuracion pudiera causar complicaciones a la hora de conseguir la dosis y

el tiempo entre administraciones adecuado para el uso clinico de este compuesto.
Efectos antiproliferativos del GNE-140

Continuando con el experimento anterior, el GNE-140 mostrd un efecto antiproliferativo con una
ClIs0=0.43 uM (Fig. 36A). Este efecto fue asociado con un incremento en los niveles de la caspasa
activa-3, pero al evaluar la muerte celular resultante se observd que al eliminar el compuesto
después de 2 dias de exposicion las células volvieron a proliferar (Fig. 36B), por lo que es necesario
inhibir a la LDHA por mas de 2 dias (Boudreau et al., 2016). La caspasa activa-3 es conocida por
ser un mediador y marcador de apoptosis por lo que el incremento de esta proteasa indica que el
efecto antiproliferativo que estd sucediendo ocurre debido a la activacion de esta muerte celular
programada. Una vez mads, la rapida depuracion de este compuesto ocasiona que su uso clinico sea

evaluado con mas detenimiento.
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Figura 36: Efectos antiproliferativos del GNE-140. (A) Proliferacion relativa de células MIA
PaCa-2 expuestas a GNE-140. (B) Crecimiento celular determinado por imagenes de células vivas
de MIA PaCa-2. Las células se incubaron con 2 uM de GNE-140 de manera continua o con un

lavado a los 2 dias (Boudreau et al., 2016).
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Efectos antimetastasicos del GNE-140

Por el momento no existe informacion o resultados enfocados en esta actividad en particular pero
con la informacién recabada hasta el momento podria suponerse que al igual que todos los otros
compuestos, la inhibicion de la LDHA termina causando un efecto antimetastasico. Aun asi, es

necesario continuar dicha investigacion.
Limitaciones del GNE-140

Para comprender mejor los efectos del GNE-140, los autores realizaron un ensayo de resistencia
en 30 lineas pancreaticas diferentes, de las cuales 4 fueron identificadas como sensibles y
mostraron Clso <5 pM (Fig. 37). Los autores enfatizan que las lineas mas sensibles fueron aquellas
que dependen mas de la glucdlisis y aquellas resistentes dependen de la fosforilacion oxidativa,
por lo que sugieren inhibir ambas vias (Boudreau et al., 2016). Adicionalmente a esto, una gran
limitacién que fue expuesta anteriormente es que, si se elimina el compuesto después de 2 dias,
las células vuelven a proliferar, lo que indica que se requiere de una inhibicidon sostenida a largo
plazo para poder causar muerte celular. En otras palabras, el GNE-140 requiere propiedades
farmacocinéticas que permitan esta inhibicion in vivo. Los autores sugieren del acompafiamiento

de agentes que tienen como diana a la mitocondria, pero hace falta continuar con dichos estudios.
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Figura 37: Cl;s, de 30 lineas celulares pancreaticas sensibles y resistentes a
GNE-140. Se realiz6 un ensayo de proliferacion durante 3 d (Boudreau et
al., 2016).
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4.4 Compuestos cuyo mecanismo de accion es unirse a LDH libre
4.4.1 Galoflavina

Generalidades

La galoflavina (Fig. 38) es un compuesto sintético que se obtiene a través de la oxidacion de una
solucion alcalina de acido gélico. Tiene buena permeabilidad celular y aunque inhibe tanto a la
LDHA como a la LDHB, su identificaciéon fue enfocada en la isoforma A (Manerba et al., 2012).
Dicha inhibicion ocurre al unirse a la forma libre de la enzima, es decir, no compite con los

sustratos o cofactores (Feng et al., 2018).
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Figura 38: Estructura de la galoflavina

Inhibicion de la LDH

La identificacion de este compuesto fue a través de rastreos virtuales de catdlogos (virtual
screening), en donde se fueron seleccionando y filtrando diferentes compuestos, como resultado
final se eligi6 a la galoflavina. Las concentraciones minimas para la inhibicion total se calcularon
para las dos isoformas de la LDH (Cli00) y a partir de estas concentraciones se evaluaron efectos
sobre la produccion de lactato, niveles de ATP y proliferacion celular. Para poder comparar los
resultados obtenidos se utilizaron las caracteristicas del oxamato, ya que es el compuesto
inhibitorio de la LDH mas conocido, lo anterior se encuentra reflejado en la Tabla 4 (Manerba et
al., 2012). Aunque es menos comun utilizar el parametro Cligo en vez de Clso, la primera fue
utilizada para poder identificar si los compuestos logran ser inhibidores totales y no para conocer
la concentracion ideal. Considerando lo anterior, la galoflavina requiere de una menor

concentracion para inhibir de manera total tanto a la isoforma A como la B. Es importante recalcar,
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aunque indicado en la tabla, que los efectos mostrados para el oxamato se encuentran a
concentraciones tan altas como 4 x 10* uM debido a la limitada permeabilidad ya analizada en este
trabajo. Para la galoflavina se observd una buena relacion entre la disminucion de los niveles de
lactato y la disminucion de ATP celular. También, la galoflavina inhibi6 el crecimiento celular y
no afect6 la respiracion, es decir el funcionamiento de la mitocondria que pudiera ocasionar efectos

toxicos no deseados.

Tabla 4: Efectos biolégicos de inhibidores de la LDH (Manerba et al., 2012).

Cligo (uM) Inhibicion (%)
C ; Produccion Respiracid
ompuesto hLDH-A hLDH-B de lactato  Nivelesde Crecimiento  copiracion
ATP celular
Galoflavina 201 200 440+4.1 342+52 61.8+50 0.89+6.7
Oxamato * 690 1175 67+29 287+24 345+05 571+£25

* Los datos mostrados para el oxamato son efectos observados a 4 x 10*uM

En las figuras 39A y 39B se puede observar la posicion del docking de la galoflavina con la LDH-

A. Dicha interaccion ocurre debido a la formacion de puentes de hidrégeno, particularmente entre

Figura 39: Enlace LDHA- galoflavina. A. Posision calculada después de virtual
screening, los residuos Arg 168, Arg 105 e His 192 se consideran cataliticamente
relevantes. B. Sitio de union de la galoflavina con la LDH-A humana; los atomos
involucrados en la formacion de enlaces de hidrogeno estan representados por lineas
punteadas (Manerba et al., 2012).
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el oxigeno del grupo carbonilo de la galoflavina y la Thr247 Y GIn99 de la enzima y, los grupos
hidroxilo establecen dichos puentes con los aminodcidos Asn 137 y Ala95. El docking con la

isoforma LDHB es muy similar a la mostrada en la figura superior (Manerba et al., 2012).

De manera experimental, los autores trataron células de carcinoma hepatico (PLC/PRF/5) con
diferentes concentraciones de galoflavina (Fig. 40). Una vez mas, poca afectacion se observo sobre
la respiracion celular independientemente de la concentracion utilizada, indicando una falta de
toxicidad hacia funciones mitocondriales. El resto de los pardmetros (produccion de lactato y
sintesis de ATP) mostraron efectos dosis dependiente. La concentracidon necesaria para ocasionar
una disminucion del 50% de lactato (Clso) es de 140 uM de galoflavina, que, aunque es menor a

la del oxamato, es mayor a la presentada por algunos compuestos durante este trabajo.
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Figura 40: Efectos biolégicos de la galoflavina. A. Respiracion celular, B.
inhibicion de la produccion de lactato, C. Niveles disminuidos de ATP.
Control y disolvente: DMSO. (Manerba et al., 2012).

*P<0.05; **P<0.01

Efectos antiproliferativos de la galoflavina

En los datos mostrados en la tabla 4 se muestran datos indicando efectos antiproliferativos de la
galoflavina; adicionalmente, otros autores (Farabegoli et al., 2012) evaluaron la actividad
antiproliferativa de este compuesto en células de cancer de mama (MCF-7, MCF-Tam, MDA-MB-
231) y obtuvieron resultados a las 24 y 48h (Fig. 40) mostrando la inhibicion del crecimiento
celular y también en el nimero celular para la dosis més alta (250 pM). Como lo indica la figura
41, no existe una diferencia significativa entre lineas celulares, por lo que se puede estipular que
la galoflavina tiene efectos antiproliferativos para las tres, al inhibir la LDH. Ademas, el simbolo

# indica que existen menos células que las que hubo en un principio y por eso el porcentaje de
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inhibicion se encuentra en la marca del 100; esto indica que una vez mas el efecto antiproliferativo

seguramente también increment6 la apoptosis. De acuerdo con la figura 40B, la Clso calculada

para las tres lineas celulares es de 90-150 pM.
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Figura 41: Inhibicién de células de ciAncer de mama causada por la galoflavina. A. Inhibicion de la
proliferacion celular a 24 y 48h, B. Dosis de galoflavina causantes del 50% de inhibicion de

crecimiento celular (Farabegoli et al., 2012).

# el conteo final de células fue menor a las cultivadas al inicio de los experimentos; no hay diferencia

estadisticamente significante (p<0.05) entre lineas celulares

Regresando al concepto de evaluar el efecto antiproliferativo no s6lo con porcentaje de inhibicidn,

si no afladiendo la habilidad de formar colonias, otros autores realizaron dicho analisis en células

PLC/PRF/5 (hepatoma) al exponer a éstas con oxamato o galoflavina (Fig. 42). Aunque no existe

una diferencia significativa entre el efecto del oxamato y el de la galoflavina, se puede decir que

fue logrado dicho efecto en esta linea celular (Manerba et al., 2017).
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Figura 42: Ensayo de formacién de colonias en células PLC/PRF/S. Las
imagenes muestran las colonias tefiidas con cristal violeta. El nimero de
colonias se encuentran reportadas en la grafica de barras. (Manerba et al.,
2017). NS: no significativo
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Efectos antimetastasicos de la galoflavina

Después de un tratamiento de galoflavina por 24h, las células de cancer endometrial: Ishikawa y
ECC-1 mostraron una menor capacidad de invasion, (Fig. 43) y de manera significativa al utilizar
50 uM (Han et al., 2015). Una vez mas, aunque el efecto existe, las concentraciones utilizadas para

llegar a este son muy altas para considerarse de manera clinica.
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Figura 43: Las células ECC-1 e Ishikawa fueron
cultivadas por 24h y después tratadas con galoflavina por
2 h. A través de Western Blot se observo una disminucioén

en la invasion (Han et al., 2015).
*P <0.05

Limitaciones de la galoflavina

Hasta el momento, la inhibicioén de la enzima LDH es el unico efecto bioquimico descrito para la
galoflavina. La dosis mas alta administrada en ratones fue de 400 mg/kg (por inyeccion
intraperitoneal) no produjo efectos letales, lo que sugiere que la molécula tiene buena tolerancia
(Manerba et al., 2012). Atn asi, la Clso promedio es alrededor de 125 pM (Farabegoli et al., 2012),
la cual es una concentracion alta en comparacion con los quimioterapéuticos comunes y los que
han sido mencionados durante este trabajo. Aunque la permeabilidad celular no parece ser un
problema como fue para el caso del oxamato, dentro de este escrito existen mejores resultados

involucrando las dosis y concentraciones necesarias para obtener los resultados deseados.
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5. Conclusiones

El efecto Warburg y la reprogramacion del metabolismo que conlleva son caracteristicas comunes
e importantes de las células cancerigenas para poder obtener mayores niveles energéticos y poder
llevar a cabo los diferentes pasos de la tumorogénesis. La terapia dirigida es una modalidad
evaluada y utilizada en el cancer cada dia mas con el objetivo de inhibir enzimas especificas como
la LDH u otras biomoléculas y ocasionar efectos fisioldgicos importantes. Se ha dado un énfasis a
compuestos con efectos antimetastdsicos ya que este proceso es la causa de la mayoria de las

muertes debido a este conjunto de enfermedades denominado cancer.

Los objetivos establecidos se alcanzaron ya que se encontraron y presentaron diversas
publicaciones indizadas sobre compuestos que afectan el funcionamiento de la LDH y presentan
actividad antiproliferativa y antimetastasica en células cancerosas. Aunque existen diversas
limitaciones para el uso clinico de dichos compuestos se logré discutir la contribucion de éstos en
la investigacion de nuevas quimioterapias al inhibir la LDH. Un mayor conocimiento sobre las
actividades antiproliferativas y antimetastasicas de los diferentes compuestos, en diferentes tipos
de lineas celulares y diferentes manifestaciones del céncer, sirve como base para mejorar los

compuestos disponibles y como una herramienta para el desarrollo de nuevas estructuras.
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