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RESUMEN

El cancer es una de las enfermedades con mayor indice de mortalidad,
alcanzando en el afio 2012, 14.1 millones de nuevos casos. En la actualidad
existen 32.6 millones de personas viviendo con esta enfermedad, lo que
representa un problema de salud publica a nivel mundial. Los canceres mas
frecuentes son, en hombres, los de pulmédn, préstata, colorrectal y en mujeres el
cancer de mama, cérvico-uterino y colon. En México el cancer es la tercera causa
de muerte y se estima que cada afo se detectan 128 mil casos nuevos. El
tratamiento mas utilizado contra esta enfermedad es la quimioterapia,
lamentablemente esta estrategia terapéutica presenta efectos secundarios para el
paciente que limitan su uso. Dentro de la quimioterapia destaca el uso del
cisplatino, uno de los agentes quimioterapéuticos mas utilizados contra diferentes
tipos de cancer como de los de vejiga, cuello uterino, esofago, cabeza, cuello,
ovario y testiculo. Sin embargo, a pesar de su alta eficacia terapéutica, su principal
limitante es su alta nefrotoxicidad y ototoxicidad, obligando a detener o suspender
el tratamiento para el paciente. Lo anterior pone de manifiesto la importante
necesidad de encontrar nuevos agentes antitumorales con mayor margen de
seguridad y efectividad, los cuales puedan complementar a los actuales y
administrarse en combinacién para beneficio del paciente.

Una alternativa terapéutica antitumoral reciente son las tiosemicarbazonas y
semicarbazonas, moléculas producidas a partir de una reaccion entre una
tiosemicarbazida o una semicarbazida con un grupo carbonilo de una cetonas o un
aldehido. Estos compuestos terapéuticos presentan un amplio perfil farmacoldgico
y tienen propiedades antitumorales, antivirales, antifungicas, antibacterianas y
antiparasitarias. En este trabajo, evaluamos la inhibicidn en la viabilidad celular en
dos lineas de cancer de mama causada por siete compuestos derivados de
tiosemicarbazonas y se determinaron la Clso de cada uno, comparando sus
efectos con los del cisplatino. En ensayos de combinacion cisplatino-TSC se

encontrd que la tiosemicarbazona 5 tuvo un efecto aditivo con el cisplatino.



1. MARCO TEORICO
1.1 Generalidades de cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
descontrolado de células con alteraciones moleculares que invaden el tejido
adyacente y sitios anatomicamente distantes, eventos que pueden llevar a la
muerte del paciente (OMS, 2015).
Para el caso de los tumores epiteliales, las células cancerosas forman masas de
tejido solido llamadas tumores. Podemos encontrar dos tipos de tumores: (i) los
tumores benignos, que son formaciones autolimitadas que se extienden a otros
tejidos, no causan metastasis y se desarrollan en un sitio concreto. Por otra parte,
(ii) los tumores malignos contindan con su proliferacion e invasion de tejidos
cercanos, son capaces de extenderse a través del torrente sanguineo o los vasos
linfaticos, induciendo la formacion de nuevos tumores malignos; un proceso
conocido como metastasis (Tamarin, 1996).
Algunos de los sitios mas comunes para la proliferacion cancerosa son el tejido
mamario, el colon, la prostata, higado, pulmones, nodulos linfaticos, medula 6sea
y el cerebro (Liotta, 1986). El crecimiento tumoral, en general, tiene las siguientes
caracteristicas fenotipicas distintivas:
Potencial replicativo ilimitado, auto-suficiencia en sefales de crecimiento,
insensibilidad a inhibidores del crecimiento, evasion de la muerte celular
programada (apoptosis), angiogénesis mantenida, capacidad de invadir los tejidos
y generar metastasis, posteriormente se adicionaron a la lista de estos sellos
distintivos del cancer la inflamacion, la capacidad de evadir su destruccion por el
sistema inmune, alteraciones del metabolismo energético tumoral, inestabilidad
genomica y mutacién (Hanahan y Weinberg, 2000 y 2011).
Retomado por el grupo de trabajo de Kumar et al en 2005, donde se mencionan
algunas caracteristicas de las células cancerosas, como que la proliferacion puede
ser independiente de mutagenos exdgenos, llevandose a cabo por la activacién de
oncogenes, como los tumores que no respondan al TGF-B y a inhibidores de
cinasas dependientes de ciclinas por la inactivacion de p53 (resistencia a
apoptosis), en defectos en la reparacion del ADN como causar un dafo al
~10 ~



complejo enzimatico encargado de la reparacion celular y por lo tanto provocando
la presencia de mutaciones, La célula cancerosa también presenta inmortalidad,
mostrando un gran potencial de proliferacion sin restricciones en el numero de
divisiones celulares. Este mecanismo es activado por la telomerasa, la cual se
encarga del mantenimiento de la longitud y funcién del teldmero. Otra
caracteristica es la presencia de angiogénesis que se refiere a la capacidad de
formar nueva vascularizacion, induciendo la formacion de nuevos vasos
sanguineos gracias a la activacion de factores como VEGF vy finalmente a la
capacidad de invadir otros tejidos lo que se conoce como metastasis, o que
permite a la célula cancerosa la capacidad de transportarse por el torrente
sanguineo y proliferar en diferentes 6rganos (Kumar et al; 2005).

En 1996, Tamarin clasificd a los tipos de cancer dependiendo del tipo de células
originalmente implicadas; empezando por la leucemia, caracterizada por una
sobreproduccion de glébulos blancos; los linfomas son enfermedades de los
noédulos linfaticos y del bazo causando la produccion excesiva de linfocitos. Por
otra parte, los sarcomas son tumores de los tejidos del mesodermo embrionario
como el musculo, el hueso y el cartilago. Los carcinomas que son tumores que
surgen del tejido epitelial como las glandulas, las mamas, la piel y revestimientos
de los sistemas respiratorio y urogenital, son los tumores mas frecuentes,
alcanzando hasta el 80% de incidencia de todas las neoplasias (Tamarin, 1996).
De manera general, la Sociedad Americana contra el Cancer en 2014 definié
factores de riesgo para los diferentes tipos de cancer, los cuales incluyen
elementos externos como el consumo de tabaco, la exposicion a organismos
infecciosos, compuestos quimicos, y radiacion; los factores de riesgo intrinsecos
incluyen las mutaciones heredadas, la exposicion a hormonas enddgenas,
condiciones inmunes y mutaciones producidas por el metabolismo. Estos factores
causales pueden combinarse o actuar en secuencia para iniciar o promover el
desarrollo de cancer (ACS, 2014).

A nivel epidemioldgico, el cancer es un problema de salud publica a nivel mundial,
ya que en la actualidad 32.6 millones de personas viven con esta enfermedad.

Asimismo, su incidencia, segun las estadisticas mas recientes de la Agencia
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Internacional para la Investigacién del Cancer, alcanzé 14.1 millones de casos y
su mortalidad es de 8.2 millones en 2012 (IARC, 2012), como se puede observar
en la Figura 1. En el mismo afo la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
identificd a los canceres mas frecuentes a nivel mundial: el de pulmén, prostata,
colorrectal y en mujeres el cancer de mama. En México, segun la Union
Internacional Contra el Cancer, el cancer es la tercera causa de muerte como se
observa en la Figura 2 (OMS, 2012). Se estima que cada afo se detectan 128 mil
casos nuevos (SSA y SPPS, 2013). En orden de frecuencia considerando ambos
sexos, los principales tumores malignos se localizan en el pulmoén, bronquios,
estbmago y prostata. En hombres, el primer lugar lo ocupa el cancer de prostata
con 8.9 casos por cada 100,000 habitantes, en segundo lugar el cancer de pulmén
y en tercer lugar el cancer de estdmago. En mujeres, la primera causa de
mortalidad es el cancer de mama con 8.9 casos por cada 100,000 habitantes,
seguido por el cancer de ceérvico-uterino (Sosa-Duran y Garcia-Rodriguez, 2013).
En nuestro pais, considerando ambos sexos, los canceres de mayor incidencia
son el de mama, proéstata, cérvix y célon, y los de mayor mortalidad son los de
prostata, mama, cérvix y pulmén, como se observa en la Figura 3 (GLOBOCAN,
2012).

~12 ~



CANCER A NIVEL MUNDIAL: AMBOS SEXOS
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Figura 1. Incidencia y mortalidad del cancer a nivel mundial (ambos sexos). Datos tomados de
GLOBOCAN, 2012.
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tomados de OMS, 2012.
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CANCER EN MEXICO AMBOS SEXOS
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Figura 3. Incidencia y mortalidad del cancer en México (ambos sexos). Datos tomados de GLOBOCAN,
2012.

2.1 Tratamientos contra el cancer

El diagndstico oportuno del cancer es esencial para un tratamiento adecuado y
eficaz. Cada tipo de cancer necesita de un tratamiento especifico, que puede
abarcar una o mas modalidades, tales como la cirugia, la radioterapia o la

quimioterapia, buscando como objetivo principal el curar el cancer o prolongar la
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vida de forma considerable del paciente, mejorando su calidad de vida. Otras
estrategias en la actualidad son el tratamiento contra el cancer incluyen a la
terapia hormonal, la terapia inmune vy las terapias dirigidas (ACS, 2014).

Sin embargo, el tratamiento farmacolégico con frecuencia conduce a resultados no
satisfactorios con consecuencias fatales para los pacientes, debido a efectos
secundarios graves y el desarrollo de resistencia a farmacos. Por lo tanto, la
investigacion de medicamentos antitumorales constantemente busca mejorar los
resultados del tratamiento, para el desarrollo preclinico de nuevos farmacos.
(Kuetea et al, 2015).

El tratamiento mas utilizado es la quimioterapia, la cual consiste en el uso de
agentes quimicos para eliminar las células cancerosas en proliferacion activa. La
quimioterapia estandar o tradicional viaja a través del torrente sanguineo para
destruir las células cancerosas en todo el cuerpo, deteniendo su capacidad para
crecer y dividirse. Sin embargo, las células normales con mayores probabilidades
de ser afectadas son las células productoras de sangre en la médula ésea, asi
como las células de la boca, del tracto digestivo, del sistema reproductor y los
foliculos del cabello. La quimioterapia se utiliza frecuentemente después de la
cirugia y/o radioterapia para destruir las células cancerosas restantes y reducir el
riesgo de recurrencia. Esta modalidad se conoce como adyuvancia. También se
puede utilizar la quimioterapia para reducir el tamafno del tumor antes de la cirugia,
estrategia conocida como neoadyuvancia, o para tratar el cancer metastasico o
recurrente (ASCO, 2014).

Aunque existe una gran diversidad de agentes quimioterapéuticos, en general los
efectos secundarios de la quimioterapia mas comunes incluyen: nausea y vomito,
caida del cabello, fatiga, aumento de probabilidades de moretones y sangrado,
anemia e infecciones (INC, 2015).

Los farmacos utilizados en la quimioterapia se pueden clasificar como especificos
del ciclo celular (ECC) y no especificos del ciclo celular (NECC). Los
medicamentos NECC (muchos de los cuales se fijan al ADN y dafan a ésta
macromolécula) son efectivos en los “tumores sélidos” que tienen una tasa baja de

crecimiento, mientras que los ECC han probado ser mas eficaces en las
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neoplasias hematolégicas y en tumores donde existe una proporcién grande de
células en proliferacion (Katzung B., 2003). En 1992 Perry clasifico los agentes
quimioterapéuticos de acuerdo a la forma en que dafian al DNA como se puede

observar en la siguiente tabla (Perry, 1992).

Tabla. 1 Clasificacion de los farmacos antineoplasicos de acuerdo a un mecanismo de accion

(Modificado de Perry, 1992).

Mecanismo de accion Farmaco Toxicidad (Efectos Adversos)

. Toxicidad pulmonar, amenorrea,
Mostazas nitrogenadas - . .
) ) . esterilidad, azoozpemia, atrofia
(Mecloretamina, ciclofosfamida, )

testicular. Rara vez se presenta
melfalan, ifosfamida, ) o
la alopecia y toxicidad

clorambucil)
neurolégica.
Mielosupresion severa, dafo
Nitrosoureas (carmustina, renal, nausea, vémito,
Alquilacion lomustina, semustina, hipofosfatemia, glicosuria,

estreptozocina, clorozotocina) | hiperclorema, toxicidad, pulmonar

y sindromes mielodisplasicos.

Vémito, nauseas, cistitis,
Otros (tiotepa,
estomatitis, mucositis, exantema
hexametilmelamina, busulfan, )
eritematoso y se presenta de
dacarbazina, mitomicina C, ]
) manero poco comun la
procarbazina) o .
toxicidadneuroldgica

Nefrotoxicidad, dafio

Por enlaces entrecruzados ] ] ) gastrointestinal, neuropatias,
L ] Cisplatino y carboplatino ) L ]
por coordinacién con platino mielosupresién, hipomagnesemia
e infertilidad.
. . Antibidticos (doxorrubicina, Alopecia, nausea, vomito,
Por insercion en la doble o . . o ~
] ) daunorubicina, mitoxantrona, diarrea, anorexia, fiebre, dafio a
cadena via topoisomerasa || ) o o ] . »
idarubicina, epirubicina y meédula 6sea, estomatitis,
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amsacrina)

necrosis por extravasacion; dafio
pulmonar, renal, hepatico y

cardiaco.

Podofilotoxinas (etoposido y

tenoposido)

Mielosupresion, dafio
gastrointestinal, puede causar un
choque anafilactico, anorexia,
diarrea, alopecia y
hepatotoxicidad.

Por intercalacién que

bloquean sintesis de ARN

Dactinomicina y mitramicina

Necrosis por extravasacion,
trombocitopenia, hipocalcemia,
estomatitis, dafio renal, hepatico,

nauseas, vomito y diarrea

Antimetabolitos (inhibidores

de enzimas especificas)

Inhibidores de la timidilato
sintetasa (5-fluorouracilo, 5-

fluoro-2-deoxiuridina

Dana mucosa intestinal, médula
Osea, estomatitis, diarrea,
alopecia, dermatitis,
hiperpigmentacion conjuntivitis y
fibrosis, ataxia y somnolencia y

toxicidad vascular

Dihidrofolato reductasa

(metotrexate)

Supresion de médula ésea,
mucositis, diarrea, dafio renal,
disfuncion hepatica, neumonitis y

neurotoxicidad.

Polimerasa de ADN (citarabina)

Supresion de médula 6sea,
nauseas, vomito, diarrea,
estomatitis, elevacion de las

enzimas hepaticas y ataxia.

Fosforibosilpirofosfato
aminotransferasa (6-mercapto-

purina y 6-tioguanina

Mielosupresion, vomito, diarrea,

nauseas y estomatitis.

Adenosina deaminasa

(pentostatina).

Linfotoxicidad, toxicidad
hematoldgica con
granulocitopenia y
trombocitopenia,

inmunosupresion, insuficiencia

renal y cardiotoxicidad.

Agentes antihormonales

Tamoxifeno, aminoglutatimida,

leuprolda, flutamida.

Toxicidad ocular, cerebro,

cerebelo, atrofia del hipocampo y
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hepatotoxicidad.
Estrégenos, andrégenos, Toxicidad cardiovascular,
Agentes hormonales ) ) . o
progestinas corticoesteroides pulmonar y hepatotoxicidad.
N Citocinas (Interleucina), BCG Toxicidad pulmonar,
Modificadores de la ) ] ] o ]
o (Bacillus Calmette Guerin) y mielotoxicidad , hematuria y
respuesta biologica ] )
levamisol leucopenia,

Dentro de las diferentes estrategias del tratamiento del cancer destaca el uso del
cisplatino, por ser uno de los agentes quimioterapéuticos mas efectivos y
utilizados contra diferentes tipos de neoplasias, como las de vejiga, cuello uterino,
esofago, cabeza, cuello, ovario y testiculo (Lebwohl y Canetta, 1998). Sin
embargo, a pesar de su alta eficacia terapéutica, su principal limitante es su alta
nefro- y ototoxicidad, las cuales se observam hasta en un 25-30% de pacientes
tratados y obligan a detener o suspender el tratamiento (Chirino y Pedraza, 2009;
Daugaard y Abildgaard, 1989). Entre los diferentes efectos secundarios del
cisplatino figuran el vomito, desorden en el tracto digestivo, anemia, disminucién
en la cuenta de glébulos blancos y de la concentracion de Mg*, K* y Ca* en sangre
(ACS, 2014). Por lo anterior existe la necesidad de encontrar nuevos agentes

antitumorales con mayor margen de seguridad y efectividad.

3.1 Tiosemicarbazonas

Las tiosemicarbazonas son compuestos derivados de aldehidos o cetonas
sintetizadas a partir de tiosemicarbazidas, mediante la formacién de un enlace
covalente entre la amina primaria de la tiosemicarbazida y el grupo carbonilo de un
aldehido o cetona, con la perdida de una molécula de agua. La estructura general
de estas moleculas se puede observar en la (Figura. 3), la cual presenta un
analogo de una semicarbazona que contiene un atomo de azufre en lugar del

atomo de oxigeno (McMurry, 2012).

~19 ~




H S
R! \N2
/
N' NR3R*

R2

Figura. 3 Estructura general de las tiosemicarbazonas

La sintesis de las tiosemicarbazonas (TSC) es un proceso reversible y requiere de
la eliminacién de una molécula de agua para dar origen al enlace imino (Beraldo,
2004). Las tiosemicarbazonas son ligandos muy versatiles gracias a la existencia
de atomos de nitrégeno y azufre con pares electronicos susceptibles de ser
donados, logrando coordinarse a los metales como moléculas neutras o después
de la desprotonacion, como ligandos anidnicos y pueden adoptar una amplia

variedad de diferentes modos de coordinacion (Beraldo, 2004).
4.1 Actividad Bioldgica

Los primeros datos sobre el uso potencial de TSC como agentes terapéuticos
provienen de los estudios de Dogmak et al, cuyo grupo describié en 1946 la
actividad de esta moléculas en modelos in vitro frente a retos con Mycobacterium
tuberculosis (TB) (Dogmak, 1946). Desde entonces se han realizado distintos
ensayos experimentales buscando actividad biolégica de las tiosemicarbazonas,
donde Campbell en 1975 descubrié un efecto antiinflamatorio (Campbell,1975).

En 1982 Pfau, encontré6 que la p-acetamidobenzaldehido tiosemicarbazona era
activa frente a virus de la familia poxviridae (Pfau, 1982). Posteriormente Jursic y
Neumann en 2001, obtuvieron tiosemicarbazonas a través de una reaccion de
condensacion con un derivado del acido barbiturico, y mostraron la inhibicién en el
crecimiento de bacterias y hongos a través del envenenamiento por los grupos
sulfihidrilo (Jursic y Neumann, 2001). Finalmente en 2004, Beraldo y Gambino
corroborarén el efecto antiviral de algunas TSC y demostraron sus efectos

antibacterianos, antifungicos y antineoplasicos (Beraldo y Gambino, 2004).
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En el 2004 y 2005 en ensayos tanto in vivo como in vitro, en la actividad
antiparasitaria de algunas TSC’'s en protozoarios como Plasmodium berghei y
Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei donde la
actividad de las tiosemicarbazonas contra estos parasitos ocurre mediante la
inhibicion de las cisteina proteasas falcipaina-2, rodesina y cruzaina de cada
protozoo. La inhibicion de estas enzimas bloquea el ciclo celular de estos
parasitos en células infectadas de mamiferos (Greenbaum et al, 2004 y Fuijii et al,
2005). Algunas TSC también han demostrado poseer actividad in vitro contra el
protozoo Entamoeba histolytica, que provoca disenteria amebiana. Tal es el caso
de los derivados del 2-carboxaldehido tiosemicarbazonas con grupos tiofeno o
nitrofurano, junto con los complejos de Palladio (ll), gracias a la actividad quelante
de estos grupos (Shailendra et al, 2003, Bharti et al, 2004 y Sharma et al, 2005).
Diversas investigaciones sobre la actividad biolégica de las TSC han demostrado
un amplio intervalo de aplicaciones para estos compuestos con actividad
antifngica, antibacteriana, antitumoral, en modelos in vitro. Las TSC
heterociclicas ejercen su accion biolégica en células de mamiferos inhibiendo la
ribonucledtido reductasa, una enzima clave en la sintesis de precursores de ADN,
donde en muchos casos la actividad biolégica de las TSC con coordinados
metalicos tiene mayor actividad inhibitoria que la de las tiosemicarbazonas sin
coordinados (Greenbaum et al, 2004).

En este sentido, estudios previos realizados por Antholine y colaboradores
propusieron utilizar complejos de Fe?* y Cu*? con TSC y se encontré que su
actividad era mayor que la del ligando libre (Antholine et al, 1976). Estudios
posteriores realizados por Klayman y colaboradores en 1979 sobre las TSC han
puesto de manifiesto que estas moléculas poseen también propiedades
antimalaricas (Klayman et al, 1979). En 1985 Thimmaiah y su equipo de trabajo
identificaron efectos antifungicos de algunos derivados de TSC (Thimmaiah et al,
1985). Collins y colaboradores en 1982 encontraron similitud en la sensibilidad de
TB 'y Mycobacterium leprae al derivado de TSC 2-acetilpirimidina
tiosemicarbazona, proponiendo que su actividad se debe a su gran capacidad

quelante (Collins et al 1982). Ademas los coordinados de tiosemicarbazonas
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demostrado actividad antifungica cuando estan en forma de complejo con metales
de transicion en estado de oxidacion (1), tales como hierro, cobalto, niquel y cobre
(Thimmaiah et al, 1985). En 1981 Saryan y colaboradores encontraron que
complejos de TSC con hierro y cobre son mas activos en contra de las células de
carinoma de ratén y en la inhibicién de la sintesis del ADN que las TSC libres
(Saryan et al, 1981). West y su grupo de trabajo en 1993 comprobaron que los
complejos de Cu*? de tiosemicarbazonas heterociclicas presentan una mayor
inhibicién del crecimiento fungico sobre Aspergillus niger que los complejos de
Ni*2 (West et al, 1993). Estudios in vitro con tiosemicarbazonas complejadas con
Ga*? demostraron actividad contra el virus Rauscher de leucemia murina, mediada
por la inhibicion de la reverso transcriptasa viral (Waalkes, 1974 y Kratz, 1991).
Uno de los primeros mecanismos propuestos fue en 1991 propuesto por West y
colaboradores explicaron que la subunidad no hemo del hierro se revela inactiva
por la accion de algunas TSC, probablemente debido a la coordinacion del hierro
por parte de un ligando tridentado N, N, S, o también a la complejacion del ligando
libre con el hierro de la enzima. Los estudios de complejos de hierro y cobre han
puesto de manifiesto que podian ser mas activos en la destruccion celular y en la
inhibicion de la sintesis del ADN que las tiosemicarbazonas sin complejar.
Ademas, en el caso de la 5-hidroxi-2-formiltiosemicarbazona, se pudo comprobar
que originaba lesiones en el ADN. Estas observaciones supusieron en su
momento un importante avance en la sintesis de un elevado numero de complejos
de metales de transicion con 2-heterociclo TSC y también con los llamados S-
alquilditiocarbamatos (West et al, 1991).

En el afo 2003 Van Moorsel mostré un mecanismo de acciéon que involucra la
inhibicion de la ribonucleotido reductasa (RNR), la enzima responsable de
catalizar la reduccion de ribonucledtidos a sus correspondientes
desoxirribonucledtidos esenciales para la sintesis de ADN vy la reparacién de
dafios a ADN; la inhibicion de RNR conduce a una disminucion celular de los
desoxinucledsidos trifosfato (ANTP) (Van Moorsel et al, 2003).

Posteriormente Shao en 2006 propuso que estas moléculas inhibidoras quelan el

radical tirosilo y el Fe?* del centro activo de la ribonucleotido reductasa (RNR),
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impidiendo la sintesis de los ribonucledtidos necesarios para la replicacion del
DNA (Shao et al, 2006).

Sigmond en 2007 se referia a RNR como un tetramero constituido por dos
homodimeros no idénticos. Las dos subunidades idénticas M2 regulan la
especificidad del sustrato de la enzima, mientras que las otras dos subunidades
idénticas M1 son responsables de la actividad de unidn de los ribonucledtidos y
efectores alostéricos. Existen dos tipos de RNR con dos homodlogos M2 diferentes:
la forma p53 independiente (hRRRM2), vinculada con el ciclo celular, mecanismos
de control del crecimiento; y la forma p53 dependiente (p53R2), que forma un
complejo con p53, el cual posiblemente esté implicado en la reparacion del ADN,
tanto en células proliferantes como en reposo. Por lo tanto P53 puede interactuar
con p53R2 y hRRM2 a nivel de proteina para regular la actividad de RNR
(Sigmond et al, 2007).

En 2009 Kalinowski demostro la capacidad de las TSC de formar complejos de Fe
que generaran especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales catalizan el dafio
oxidativo a varias biomoléculas como proteinas, lipidos, y el DNA, y tienen un
papel importante en los efectos antiproliferativos (Kalinowski, 2009), Asimismo, en
2012 Yalowich y colaboradores proponen otro mecanismo de accion el cual

involucra la inhibicién de la topoisomerasa lla (Yalowich, 2012).

5.1. Actividad antitumoral

Uno de los primeros ensayos en donde se describio la actividad antitumoral de las
TSC se realizé en 1956 por Brockman y colaboradores, en el que descubrieron
que la 2-formilpiridina TSC era activa contra las células de leucemia L210, L82T y
L4946 en ratones (Brockman et al, 1956).

En 1970, French y colaboradores encontraron derivados de TSC con actividad
anticancerigena, los cuales incluyen las glioxal bis-TSC, las N-heterociclo
tiosemicarbazonas, la 2-formil-3-hidroxipiridina tiosemicarbazona y la 2-formil-5-
hidroxipiridina tiosemicarbazona. Un importante avance en el estudio de la
actividad antitumoral de estos compuestos ha sido que la 1-formil isoquinolina

tiosemicarbazona presenta actividad contra una gran variedad de tumores de
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ratones, siendo un potente inhibidor de la sintesis del ADN (French, 1970). Este
efecto también se observa a nivel de el ARN y en la sintesis de proteinas. En ese
mismo trabajo se encontré6 que el hierro esta implicado en la inhibicion de la
sintesis de ADN y que la ribonucleétido difosfato reductasa (RDR) tiene una gran

afinidad por este mismo (French, 1970).

Garcia y colaboradores en 1989, proponen que la accion antitumoral de los
complejos metalicos con tiosemicarbazonas puede interpretarse a partir de uno de
los siguientes mecanismos de reaccion:

Inhibicién de la ribonucledétido reductasa (RNR) mediante la coordinacion de
la tiosemicarbazona al hierro (lI) que es el centro activo. Este mecanismo
implicaria una disociacion del complejo para liberar una molécula de
tiosemicarbazona con una estereocisomeria adecuada para bloquear el centro
activo de la RNR.

Oxidacién de la tiosemicarbazona al correspondiente 2-amino-1, 3,4-
tiadiazol por efecto de la reduccion del metal. Este mecanismo concuerda con el
hecho de que sean los complejos de cobre y cobalto los de mayor citotoxicidad.

Interaccién del complejo metalico, mediante procesos redox, con el radical
superéxido u otro radical importante biolégicamente hablando. Este mecanismo
permitiria explicar la mayor citotoxicidad de los complejos de cobre puesto que, en
algunos compuestos de este metal, se ha observado su accién dismutante sobre
el radical superoxido (Garcia et al, 1989).

Liu y colaboradores en 1992, encontraron que cada vez son mas las
tiosemicarbazonas que muestran ser potentes citotdéxicos inhibiendo el crecimiento
de células leucémicas en humanos (Liu et al, 1992), encontrado entre los afios
1995 y 1997 que muchas de ellas poseen actividad antitumoral (Liu et al, 1995 y
Rodriguez et al, 1997). La mayoria se han estudiado también TSC coordinadas
con cobre y algunas, como la 5-formiluracil tiosemicarbazona estudiada por West y
colaboradores en 1993 (West et al, 1993) siendo capaces de inducir apoptosis.

En el afo 1994 se demostré que incluso complejos trans son activos,

contradiciendo la generalizacién usual de que la estructura cis es un requisito
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previo para la actividad antitumoral de los complejos de platino (Kelland et al,
1994).

Ya que muchos ensayos de TSC con complejos metalicos, los complejos con
cobre son los que mas atencién han despertado ya que, ademas de que poseen
actividad contra el cancer, presentan actividad contra infecciones, ulceras,
convulsiones entre otras. Dichas propiedades son debidas a sus caracteristicas
redox y a su accién a través del radical superéxido dentro de la célula estudiado
por Kovala-Demertzi y colaboradores (Kovala-Demertzi et al, 1997).

En 1997 se realizaron estudios de complejos metalicos por Kovala-Demertzi
donde se evalué su actividad antitumoral contra células leucémicas P388 de
manera in vivo (Kovala-Demertzi et al, 1997), posteriormente sintetiz6 complejos
de paladio y platino con TSC, los cuales poseen actividad antitumoral (Kovala-
Demertzi et al, 2007)

En la mayoria de los casos estas TSC con coordinados metalicos actuan
inhibiendo la sintesis de la purina, la IMP deshidrogenasa y la a-ADN polimerasa
estudiada por Miller y colaboradores (Miller et al, 1998).

En 1998, Miller y colaboradores y el equipo de trabajo de Quiroga estudiaron la
actividad antitumoral de complejos de paladio (ll) y platino (Il) en el intercambio de
cromatidas hermanas en la cinética de proliferacién de linfocitos en ratas y
humanos, asi como contra la leucemia P38882 y en células tumorales resistentes
al cisplatino (Miller et al, 1998).

En los estudios de Jursic y Neumann en 2001 se encontré que una de las causas
que podrian mostrar propiedades anticancerigenas y a los que muchos autores les
atribuian, son las bases de Schiff derivadas de acidos 5-acilbarbituricos (Jursic y
Neumann, 2001).

Actualmente un farmaco derivado de estas tiosemicarbazonas, es la Triapina (3-
Aminopyridine-2-carboxaldehyde tiosemicarbazona) Fig 4, el cual fue utilizado en
el Instituto Nacional del Cancer, E.U.A. en el afo 2000 por primera vez en
pacientes con tumores solidos inespecificos obteniendo buenos resultados, lo que
llevo a que se realizaran alrededor de 33 estudios clinicos en fase | y Il de cancer
de mama, prostata, pulmon, rifdn y cervical (Shao et al, 2006., Finch et al, 1999 y
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2000 y Wadler et al, 2004), demostrando ser un farmaco efectivo,
lamentablemente los pacientes tratados con este agente presentaron efectos
secundarios importantes como disnea, leucopenia, neutropenia,
metahemoglobinemia e hipoxia, los cuales han detenido su avance en varios
estudios clinicos y ha motivado diferentes esfuerzos para sintetizar derivados de
tiosemicarbazonas con mejor margen terapéutico y actividad antitumoral (Knox et
al, 2007 y Kalinowski et al , 2009).

NH,, ’
N

X \N/

_N NH,,

Figura. 4 Estructura de la Triapina
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2. JUSTIFICACION

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. La OMS
sefala que en 2008, fallecieron 7.6 millones de personas, y estima que para 2030,
esta cifra aumentara a 13.1 millones de casos. La Organizacion Panamericana de
la Salud (OPS) sefala que en la region de las Américas fallecieron 1.2 millones de
personas en 2008 por cancer. En México, de acuerdo con la UICC, el cancer es la
tercera causa de muerte y se estima que cada ano se detectan 128 mil nuevos
casos. En este sentido el estudio y caracterizacion de nuevas moléculas con
potencial antitumoral es una necesidad de gran relevancia. En este trabajo se
analizo la inhibicién de la viabilidad de siete compuestos derivados de TSC en dos
modelos in vitro, utilizando como referencia el cisplatino, un agente

quimioterapéuticos de los mas utilizados.
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3. HIPOTESIS

Los compuestos derivados de las tiosemicarbazonas inhibiran la viabilidad celular
en las lineas de cancer de mama MDA-MB 231 y MCF7, y en combinacion con el

cisplatino tendran un mayor efecto inhibitorio que por separado.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la inhibicion de la viabilidad de siete compuestos derivados de
tiosemicarbazonas en los modelos in vitro de cancer de mama MDA-MB231 y

MCF7, y comparar contra el farmaco de referencia cisplatino.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar ensayos de viabilidad celular en las lineas MDA-MB-231 y MCF7.

e Determinar la concentracion inhibitoria 50 (Clso) de todos los siete
compuestos derivados de tiosemicarbazona en las lineas de cancer MDA-
MB231 y MCF7, comparandolas con las del cisplatino.

e Realizar ensayos de combinacion cisplatino- TSC (TSC1, 5y 7) en la linea
celular MCF7.
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5. METODOLOGIA

5.1. Sintesis de tiosemicarbazonas

En el presente estudio se emplearon 7 compuestos derivados de
tiosemicarbazonas sintetizados por el equipo de trabajo de la Dra. Adriana Moreno
Rodriguez en la Universidad Autonoma Benito Juarez de Oaxaca (UABJ), Oaxaca,

como se describe en el ANEXO. La pureza de estos compuestos fue >99%.

5.1.1 Estructuras quimicas de las tiosemicarbazonas

Se muestran en la siguiente tabla los derivados de TSC sintetizados por el grupo
de trabajo de la Dra. Adriana Moreno.

Tabla 2. Estructura quimica de los 7 compuestos derivados de tiosemicarbazonas utilizados.

Estructura Compuesto
i MH
F T /”\\\“‘N AR TSC 1
‘ | 4,4’ (Etano-1,2-Disulfanodil)-Bis
- CHz (2,3,5,6-tetrafluorobenxaldehido)
SH g tiosemicarbazona

F
NH

NH
N ~

\ TSC 2

T // S 4-fluorobenzaldehido

‘ tiosemicarbazona

F =
':
F NO 5
T
F
o
j TSC 3
O/\\
5-[(2-nitro-4 (trifluorometil)fenil)tio]-2-
s — furaldehido tiosemicarbazona
Ne—
\\,—N el
HoM
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)| | TSC 4

S ]

F | 4-(trifluorometilbenzaldehido)
P tiosemicarbazona

F . F < TSC 6
| 2, 3,4, 5, 6,-pentafluorobenzaldehido
N ’ ’ ’ ’ ’
F T g NHa tiosemicarbazona

5.2. Cultivo celular

Se utilizaron las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF7, las
cuales se cultivaron a 37 °C con 5% de COz2 al 5%, utilizando el medio DMEM-F12
suplementado con 10% de suero fetal bovino.

Las células se descongelaron (Pase 8) y se sembraron en una caja T25 y se
dejaron que alcanzaran una confluencia de un 85-90%, se le cambio el medio

DMEM F12 suplementado con 10% de suero fetal bovino cada 48 horas. Al
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alcanzar una confluencia del 90% se tripsinizaron y se sembraron 10,000 células

por pozo en una placa de 96 pozos de fondo plano (32 pozos por placa).

5.3. Viabilidad celular

Las células se sembraron en placas de 96 pozos fondo plano con un tiempo de
adherencia de 6 horas y se realizO una curva de concentracion-respuesta,
incubando a las siguientes concentraciones 0.01, 0.1, 1, 5, 10, 50 y 100 yM de los
7 compuestos asi como del cisplatino durante 24 y 48 horas. Se utilizé como
control medio de cultivo suplementado con 10% de FBS+DMSO 2% y para
cisplatino se utilizé solo medio de cultivo. Se evalu6 la viabilidad celular por el
método de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), midiendo
los cambios de absorbancia a 570 nm. Se calculd la concentracion inhibitoria 50
(Clso0) de cada compuesto asi como del cisplatino. Se realizaron 4 repeticiones por
concentracion en cada linea celular en 3 experimentos independientes. Se realiz6
una curva de concentracion-respuesta con el cisplatino a las mismas
concentraciones de los compuestos en las dos lineas celulares MDA-MB-231 y
MCF7 a 24 y 48 horas.

5.4. Analisis estadistico

Para identificar diferencias estadisticas significativas en los efectos de los
farmacos sobre la viabilidad celular, se empledé la prueba estadistica ANOVA de
una via, seguido por una prueba de Bonferrioni, con una significancia minima de P
< 0.05. Para los calculos de la Clso se realizaron en el programa BIOSTAT por el

meétodo de PROBIT para ensayos de viabilidad.
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5.5 Ensayo de combinacion cisplatino-TSC

Se sembraron células MCF7 (10, 000 células por pozo) en una placa de 96 pozos
fondo plano con un tiempo de adherencia de 6 horas y se aplicaron 3 tratamientos
de combinacion de cisplatino y con los compuestos seleccionados (TSC1, TSC5 y
TSC7), el tratamiento A (Cisplatino 40 uM por 2 horas+ TSC 40 uM por 22 horas),
el tratamiento B (Cisplatino 40 uM por 2 horas+ TSC 80 uM por 22 horas) y el
tratamiento C (Cisplatino 80 uM por 2 horas+ TSC 80 pM por 22 horas) con sus
respectivos controles, células con medio DMEM-F12 suplementado con FBS al
10%, células con medio suplementado al 10%; con las concentracion utilizada de
cisplatino 40 y 80 uM y células con medio suplementado al 10%+ DMSO al 2%;
con las concentraciones utilizadas de TSC 40 y 80 uM. Se realizaron 4
repeticiones por concentracion con sus respectivos controles en 3 experimentos
independientes, para conocer la disminucion de la viabilidad celular se utilizo el
meétodo de MTT, para conocer el porcentaje de disminucion de la viabilidad celular
posteriormente se realizé la prueba estadistica ANOVA de una via seguido de una
prueba Bonferrioni para conocer si existen diferencias significativas de los
tratamientos en cuanto al control sin tratamiento y a los respectivos controles
(Cisplatinoy TSC a 40 y 80 uM).
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6.-RESULTADOS

6.1 Viabilidad celular

Con el objetivo de evaluar el efecto de la inhibicidén de la viabilidad celular se utilizé
el método de MTT en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y
MCF7. Se probaron los 7 compuestos derivados de las TSC con un control
negativo (medio de cultivo + DMSO 2%), con cisplatino y con su respectivo control
(medio de cultivo), a diferentes concentraciones, abarcando desde 0.01 a 100 uM,
en tres experimentos independientes, a 24 y 48 horas, como se muestra a

continuacion (Figuras 5-12).

A) MDA-MB-231

De los tres experimentos independientes (n=3) se obtuvieron las graficas de
reduccion de MTT para los 7 compuestos derivados de las tiosemicarbazonas y
para el farmaco de referencia cisplatino. Se realizé el analisis estadistico Anova
para identificar diferencias significativas de una via (ver métodos). En el
experimento con cisplatino se observé una inhibicion significativa de la viabilidad a
partir de la concentracion de 10 uM a las 48 h (P< 0.001), con una inhibicion de
25%. A la concentracion de 50 uM se observé una inhibicion de 29.49 y 56.17%
para 24 y 48 h (P< 0.001), respectivamente. A la concentracién de 100 uM se
observé una inhibicion de 55.09 y 81.92% para 24 h y 48 h (P< 0.001),

respectivamente (Figura 5a).
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Figura 5. Reduccion de MTT en células de cancer de mama MDA-MB-231, (Ct) sin tratamiento y a
las concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 5, 10, 50 y 100 puM de cisplatino (A) y TSC1 (B) a 24 y 48 horas.
N= 3. **: P <0.001.

En los experimentos con las TSC1, TSC2, TSC3, TSC4, TSC5, TSC6, TSC7 no se
observo actividad sobre la disminucidon de la viabilidad en las condiciones antes
mencionadas, por cual se concluye que esta linea no fue sensible a las TSC

empleadas en este trabajo (Figuras 5b, Figuras 6-8).
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Figura 6. Reduccion de MTT en células de cancer de mama MDA-MB-231, (Ct) sin tratamiento y a las
concentraciones de 0.01,0.1,1, 5,10, 50 y 100 pM TSC 2 (A) y TSC 3 (B) a 24 y 48 horas.
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Figura 7. Reducciéon de MTT en células de cancer de mama MDA-MB-231, (Ct) sin tratamiento y a las
concentraciones de 0.01,0.1,1, 5,10, 50 y 100 uM TSC 4 (A) y TSC 5 (B) a 24 y 48 horas. **: P< 0.01.
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Figura 8. Reduccion de MTT en células de cancer de mama MDA-MB-231, (Ct) sin tratamiento y a las
concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 5,10, 50 y 100 uM TSC 6 (A) y TSC 7 (B) a 24 y 48 horas.

B) MCF-7

Para evaluar el efecto de las TSC sobre la viabilidad en la linea celular de cancer
de mama MCF7, se realiz6 la misma metodologia y condiciones descritas
previemente para la linea celular MDA-MB-231. Los resultados se muestran en las

Figuras 9-12.
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Figura 9. Reduccion de MTT en células de cancer de mama MCF7, (Ct) sin tratamiento y a las
concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 5, 10, 50 y 100 pM de cisplatino (A) y TSC1 (B) a 24 y 48 horas. ***: P
<0.001.

Se encontré un efecto significativo (P< 0.001) en el tratamiento con cisplatino a 50
MM, con un porcentaje de inhibicion de 36.09% y 57.89% a 24 y 48 h,
respectivamente. A 100 uM se presentd un porcentaje de inhibicion de 59.72 % y
81.76 % a 24 y 48 h, (Figura 9a). La TSC1 mostré un efecto inhibitorio a partir de
50 uM, con porcentajes de inhibicion de 28.96% y 41.30% a 24 y 48 h. A 100 uM
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el efecto inhibitorio alcanzé 63.44% y 80.10% a 24 y 48 h (Figura 9b). Estos

efectos son similares a los provocados por el cisplatino.
a) b)
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Figura 10. Reduccion de MTT en células de cancer de mama MCF7, (Ct) sin tratamiento y a las
concentraciones de 0.01,0.1,1, 5,10, 50 y 100 pM TSC 2 (A) y TSC 3 (B) a 24 y 48 horas. **: P< 0.01;
***: P <0.001.

La TSC2 mostro efecto inhibitorio a 100 uM, con 20.66 y 65.55% de inhibicion a 24

y 48h, respectivamente (Figura 10a). Las TSC3 y TSC4 no presentaron efecto

inhibitorio sobre la viabilidad celular (Figuras 10b y 11a).
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Figura 11. Reduccién de MTT en células de cancer de mama MCF7, (Ct) sin tratamiento y a las
concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 5,10, 50 y 100 uM TSC 4 (A) y TSC 5 (B) a 24 y 48 horas. ***: P <0.001.
La TSC5 redujo la viabilidad a 5 pM (21.34% de inhibicién) a 48 horas, sin
embargo este efecto no se mantuvo en la concentracion de 10 uM. A partir de 50
MM esta TSC inhibid la viabilidad en 27.59 y 32.05% a 24 y 48 h, respectivamente.
A 100 uM el efecto alcanz6 55.44 y 71.89% a 24 y 48 h (Figura 11b).
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Figura 12. Reduccion de MTT en células de cancer de mama MCF7, (Ct) sin tratamiento y a las
concentraciones de 0.01,0.1,1, 5,10, 50 y 100 pM TSC 6 (A) y TSC 7 (B) a 24 y 48 horas. *: P<0.1; ***: P
<0.001.

La TSC6 mostré un porcentaje de disminucion en la viabilidad a la concentraciéon
de 10 uM de 29.38 y 19% a 24 y 48 h. A 50 yM mostré una disminucion de
18.64% a 24 h. Finalmente a 100 yM a inhibicion fue de 42.69 y 56.21% a los
tiempos de 24 y 48 h (Figura 12 a). La TSC7 disminuyo la viabilidad un 28.01% a
la concentracion de 50 uM a 24 h; a 100 uM se disminuyo6 un 64.03 y 70.39% a 24
y 48 h respectivamente (Figura 12b).

Al finalizar estos ensayos de viabilidad celular la TSC1 a 100 uM en el tiempo de
48 h mostrd el porcentaje de inhibicion mas alto (80.10%) que las seis TSC
empleadas, sin embargo no fueron mayores al cisplatino (81.76 % ), pero estos
valores de disminucion en la viabilidad son muy cercano y pueden ser

comparables.

6.2 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria 50 (Clso).

Al finalizar los ensayos de viabilidad celular se calculé la concentracién inhibitoria
50 (Clso0), un indicador de la concentracion que disminuye la viabilidad al 50%,
para las siete TSC y el cisplatino en las dos lineas celulares empleadas, a 24 y 48
h. El valor de Clso del cisplatino fue de 87.90 uM y de 53.38 uM para MDA-MB-231
a las 24 y 48h, respectivamente. En la linea celular MCF7 estos valores fueron
80.42 uM y 57.59 uM (Tabla 3).
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De los 7 compuestos evaluados en la linea celular MDA-MB-231 no se observaron

valores de inhibicion comparables o menores a los del cisplatino, sin embargo en

la linea celular MCF-7 las TSC con valores de Clso similares al cisplatino a 24 h
(80.42 uM) fueron las TSC7 (80.69 uM), TSC1 (81.34 uM) y TSC5 (89.94 uM) en

MCF7 mientras que a las 48 horas las TSC no mostraron valores comparables

contra el cisplatino (57.59 uM).

Tabla 3. Concentracion inhibitoria 50 (C150) de los compuestos evaluados en las lineas celulares MDA -

MB-231 y MCF7.

Linea Celular Compuesto Clso 24 horas (pM) Clso 48 horas (uM)
Cisplatino 87.90 53.39
TSC1 Fuera de intervalo 185.67
TSC2 200.09 Fuera de intervalo
TSC3 Fuera de intervalo 140.93
MDA-MB-231
TSC4 Fuera de intervalo Fuera de intervalo
TSCS 173.76 Fuera de intervalo
TSC6 159.02 161.17
TSC7 Fuera de intervalo 165.20
Cisplatino 80.42 57.59
TSCH1 81.34 67.44
TSC2 152.36 88.32
TSC3 225.13 177.51
MCEF-7
TSC4 223.77 202.22
TSC5 89.94 70.18
TSC6 104.81 91.62
TSC7 80.69 83.85
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6.3 Ensayo de combinacién cisplatino-TSC

Debido a que en la linea celular MCF7 los compuestos TSC1, TSC5 y TSC7
obtuvieron un valor de Clso similar al de cisplatino a 24 h, como se observa en la
(tabla 3), se decidid realizar ensayos de combinacion de estas TSC con el
cisplatino a 24 h. Para evitar una posible interaccién entre cisplatino y las TSC, en
los pozos donde se combinaron los farmacos, se realizé una incubacion con
cisplatino a 40 y 80 uM por 2 h, previa al tratamiento con las TSC. Después se
lavaron los pozos con PBS y se realizd la exposicion con cada TSC por 22 h, para

que en suma se alcanzaran 24 h.

A) Cisplatino-TSC1
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Figura 13. Reduccion de MTT en células de cancer de mama MCF7, (Ct) sin tratamiento; (CDDP 40)
cisplatino a 40 pM, (TSC1 40) TSC1 a 40 uM, (CDDP 80) cisplatino a 80 uM, (TSC1 80) TSC1 a 80 uM,
(40/40) tratamiento A, (80/80) tratamiento B y (80/80) tratamiento C a 24 horas. **: P<0.01; ***: P <0.001.

Las células expuestas a TSC1 disminuyeron su viabilidad a la concentracién de 40
uM (21.71%), 80 uM (32.02%) de TSCH1, y en los tratamientos combinados con
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cisplatino 40/40 (22.46%), 40/80 (38.54%) y 80/80 (43.26%) en relacion al control
(Ct). Sin embargo, la exposicion a TSC1 por 22h no mostro diferencias
significativas con los tratamientos de cisplatino a 40 uM y 80 uM por 2 h (Figura
13).

B) Cisplatino-TSC5
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Figura 14. Reduccion de MTT en células de cancer de mama MCF7, (Ct) sin tratamiento; (CDDP 40)
cisplatino a 40 uyM, (TSC5 40) TSC5 a 40 uM, (CDDP 80) cisplatino a 80 uM, (TSC5 80) TSC5 a 80 uM,
(40/40) tratamiento A, (80/80) tratamiento B y (80/80) tratamiento C a 24 horas. ***: P <0.001.

La incubacién con TSC5 por 22h a 40 uM y 80 uM, redujo la viabilidad en 22.41%
y 25.25%, respectivamente. El tratamiento con CDDP por 2 h a 40 yM no mostro
inhibicién, y a 80 yM alcanz6 24.92%. En los tratamientos combinados se observo
los efectos inhibitorios: 40/40, 26.22%; 40/80, 29.31%; y 80/80, 43.19%. Estos
resultados muestran un efecto aditivo en la inhibicibn de la viabilidad en la
combinacion 80/80 (Figura 14).

C) Cisplatino- TSC7
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Figura 15. Reducciéon de MTT en células de cancer de mama MCF7, (Ct) sin tratamiento; (CDDP 40)
cisplatino a 40 uyM, (TSC5 40) TSC7 a 40 uM, (CDDP 80) cisplatino a 80 uM, (TSC7 80) TSC7 a 80 uM,
(40/40) tratamiento A, (80/80) tratamiento B y (80/80) tratamiento C a 24 horas. ***: P <0.001.

En los ensayos con TSC7 unicamente se observaron efectos significativos con el
cisplatino sin combinar a 80 uyM (27.58%) y en el tratamiento en combinacién
80/80 (24.96%). No hubo efecto aditivo en la combinacién con ambos agentes

quimicos (Figura 15).
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7.-DISCUSION

Actualmente la problematica del cancer abarca un total de 8.2 millones de muertes
segun lo reportado en 2012 por la Organizacion Mundial de la Salud, por lo que
esta enfermedad es considerada un problema de salud publica a nivel mundial,
encontrando que los canceres con mayor incidencia y mortalidad son los de
pulmén, préstata y el cancer de mama (OMS, 2012; GLOBOCAN, 2012). En
nuestro pais, el cancer es la tercera causa de muerte (OMS, 2012) y cada afio se
detectan 128 mil casos nuevos, siendo los de mayor indice de mortalidad los de
prostata, mama y cérvix en nuestra poblacion (GLOBOCAN, 2012; SSA y SPPS,
2013). La atencion médica que requieren estos pacientes representa un alto gasto
economico en todos los sistemas de salud del mundo.

La deteccion del cancer en etapas tardias, asi como los efectos secundarios de
los farmacos empleados en la terapia contra el cancer complican la efectividad del
tratamiento. Un ejemplo especifico en el cancer de mama, es el empleo del
cisplatino, un farmaco altamente efectivo pero cuya principal desventaja es la
nefro- y ototoxicidad, lo que conduce a suspender este tratamiento y sustituirlo por
uno distinto que frecuentemente es menos efectivo (Chirino y Pedraza, 2009;
Daugaard y Abildgaard, 1989).

Debido a lo anterior, actualmente existen diferentes estrategias de salud publica
para tratar de a) prevenir el desarrollo de cancer asociado a factores ambientales,
b) detectar el cancer en etapas tempranas (National Health Service (NHS), 2016),
c) desarrollar nuevos farmacos para el tratamiento y d) disminuir los efectos
téxicos de farmacos que son eficientes mediante su uso en combinacidon con
nuevos farmacos de baja toxicidad a concentraciones menores (Lu, et al, 2015).
En esta tesis se plante6 como objetivo encontrar nuevos compuestos con
actividad en la disminucién de la viabilidad celular en modelos in vitro de cancer de
mama y combinarlos con una concentracién baja de cisplatino, para aumentar el
efecto inhibitorio de ambos compuestos. Con esta estrategia se podrian reducir las
concentraciones o dosis necesarias, aumentando la eficacia terapéutica vy

reduciendo la toxicidad.
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En cuanto a la primera estrategia en salud publica, es decir, la prevencion, se
basa en evitar los factores de riesgo que promueven el cancer. Por ejemplo, se
sabe que el cancer de colon tiene como factores de riesgo, el sedentarismo y la
alimentacion; el cancer de piel esta asociado a la exposicion a rayos ultravioleta y
el cancer de pulmén esta fuertemente asociado al tabaquismo. La estrategia
entonces de prevencion para estos 3 tipos de cancer es promover el ejercicio y la
alimentacidon adecuada, evitar la exposicion a rayos UV, asi como la difusion de
campafas antitabaquismo, respectivamente.

Sin embargo en ciertos tipos de cancer, como el de mama, no es posible hacer
campanas de prevencion cuando el origen de debe a mutaciones. Entonces la
siguiente estrategia es diagnostico temprano. Dicha estrategia implica el desarrollo
de nuevas metodologias experimentales altamente sofisticadas resultando no
solamente de costo elevado sino que requieren de inversiéon de tiempo en el
desarrollo. La produccién de nuevos farmacos es una estrategia que se ha
mantenido de forma ininterrumpida en las ultimas décadas, pero resulta también
costosa en términos econdémicos y de tiempo.

La cuarta estrategia que consiste en combinar farmacos, es la que se llevé a cabo
en esta tesis. Esta estrategia consistié en usar un tratamiento combinado usando
concentraciones mas bajas de un farmaco altamente efectivo y de bajo costo con
un compuesto nuevo de alta actividad biolégica para potenciar el efecto del
cisplatino. Esto tendria como efecto la disminucién de los efectos secundarios, ya
que el cisplatino induce efectos toxicos en el paciente haciendo que
aproximadamente 30% de los pacientes suspendan el tratamiento (Chirino vy
Pedraza, 2009). A pesar de ello, el cisplatino sigue siendo un tratamiento
altamente utilizado para la quimioterapia lo que nos lleva a proponerlo como un
buen candidato para combinar con nuevos compuestos para mejorar su efecto y
disminuir la toxicidad, al reducir su dosis.

Los compuestos elegidos para combinar con el cisplatino fueron las
tiosemicarbazonas, de las cuales se probaron siete compuestos derivados de
estas moléculas, que fueron sintetizados por colaboradores de este trabajo. Otros

derivados de las tiosemicarbazonas han mostrado una gran actividad bioldgica,
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destacando la actividad antineoplasica de la triapina. En uno de sus primeros
estudios, la triapina demostrd una inhibicion en la en la linea celular L1210 de
leucemia (Brockman et al, 1956). Después de determinaciones experimentales en
modelos preclinicos, la triapina llegd a la fase clinica |, siendo probada en
pacientes con carcinoma de cabeza y cuello, en otros tumores solidos avanzados,
en leucemia mieloide, entre otros (Shao et al, 2006., Finch et al; 1999 y 2000 y
Wadler et al, 2004). En estudios clinicos de fase Il se utilizé contra el carcinoma
metastasico renal, el carcinoma de cabeza y cuello recurrente, el carcinoma
pancreatico y el cancer de pulmon de células no pequenas, siendo probada en los
estudios clinicos de manera individual y en combinacién con otro agente
quimioterapéutico como cisplatino, gemcitabina, doxorubicina y citarabina. Sin
embargo, la triapina presentd efectos secundarios importantes en los pacientes y
se suspendiendo su empleo para el tratamiento (Miah et al, 2009).

En esta tesis, se probaron 7 compuestos derivados de las tiosemicarbazonas en
dos modelos de cancer de mama; en la linea celular MDA-MB-231, la cual
presenta un fenotipo triple negativo (CMTN), es decir, que no expresa los
receptores de Progesterona (PR), estrogenos (ER) y el Receptor 2 del Factor de
Crecimiento Epidérmico Humano (HER2). La linea celular MCF7 presenta fenotipo
positivo para la expresion de ER, variable para PR (+/-) y negativo para HER2
(Holliday y Speirs, 2011).

Los modelos in vitro usados en esta tesis tienen en comun que son células
epiteliales de glandula mamaria aisladas de efusién pleural, siendo este su sitio
metastasico (ATCC, 2016), sin embargo presentan mutaciones en genes
diferentes, relevantes para los procesos moleculares patologicos del cancer. Asi,
MDA-MB231 presenta multiples mutaciones consideradas patogénicas. Estas
mutaciones incluyen al gen BRAF (p.G464V), cuyo producto participa en la
regulacion de la via de sefalizacion de las MAP cinasas, afectando la division
celular, la diferenciaciéon y la excrecion llevando a un crecimiento celular
descontrolado. Las mutaciones de este gen se presentan principalmente en el
cancer colorrectal, linfoma, carcinoma de pulmén y melanoma (NIH-TCGA, 2015).

Otro gen mutado en esta linea es CDKN2A, el cual actua en la inhibicion de la
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cinasa CDK4 y en la estabilizacién de la proteina supresora de tumor p53, por lo
que participa en la regulacién del ciclo celular, en el control de la fase G1.
CDKN2A frecuentemente presenta mutaciones en el cancer pancreatico y de
esofago. Otra alteracion presente en la linea celular MD-MB-231 ocurre en KRAS
(p-G13D), gen que codifica para una proteina que es miembro de la superfamilia
de las GTPasas, activando una variedad en la via del receptor tirosina cinasa,
alterando la sefalizacioén, la cual aumenta la proliferancion celular. Las mutaciones
en este gen son frecuentes en el cancer de pulmoén, el de pancreas y en el cancer
colorrectal (NIH-TCGA, 2015).

NF2 (p.E231*), codifica proteinas que se piensa que unen componentes del
citoesqueleto con proteinas en la membrana celular como de superficie,
transportadoras de iones entre otras, las mutaciones se presentan en cancer de
piel (NCBI Gene, 2016).

TP53 (p.R280K), codifica una proteina supresora de tumor con actividad de factor
de transcripcién, que en respuesta a distintos tipos de estrés celular regula
expresion de genes que inducen arresto celular, apoptosis, senescencia y
reparacion del DNA (NCBI-Gene, 2016). La mutacién de este gen esta presente
en una gran variedad de canceres y es la principal alteracién genética en el CMTN
(ATCC, 2016; COSMIC, 2016, NCBI Gene, 2016 Y NIH-TCGA, 2015).

Por otro lado, la otra linea celular que se empled en este trabajo, MCF7, tiene
mutaciones descritas en BCR (p.1456T), una GTPasa-activadora con actividad de
treonina/serina cinasa, cuya fusién al gen ABL es una alteracién de relevancia
clinica presente en leucemia mielégena. Otro cambio molecular en esta linea es
p.C368Y en FLT3, un receptor tirosina-cinasa de clase Ill que regula la
hematopoyesis. Las mutaciones en FLT3 se han descrito en leucemia mieloide
aguda y en la leucemia linfoblastica aguda. Otra alteracion genética en esta linea
celular ocurre en PAX5 (p.D227H), un miembro de los factores de transcripciéon
relevantes durante el desarrollo temprano; y se considera que alteraciones en este
gen contribuyen a transformaciones neoplasicas en linfomas (NIH-GHR, 2016). La
ultima alteracion de relevancia descrita en MCF7 es la mutaciéon p.E545K en

PIK3CA, que codifica para la subunidad catalitica de PI3K, una proteina
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involucrada en procesos de proliferacion, superviviencia, crecimiento vy
metabolismo (TCGA, 2014). Las alteraciones en PIK3CA son las mas frecuentes
en el cancer de mama vy tiene una gran importancia oncogénica (ATCC, 2016;
COSMIC, 2016, NCBI Gene, 2016) entre otros.

Una explicacion probable para las diferencias en la sensibilidad a las TSC en
ambos modelos celulares es la posible dependencia de alteraciones genéticas
especificas para la actividad inhibitoria de estos compuestos. Debido a que estos
compuestos nunca han sido probados, desconocemos sus blancos moleculares y
sus mecanismos de accion. Los compuestos con actividad significativa en la
viabilidad celular encontrados en esta tesis, las TSC1, 5y 7, podrian ser probados
para definir sus efectos en otros fenotipos malignos como la migracién e invasion
celular, la pérdida de la apoptosis, la formacién de colonias o pérdida de la
inhibicion por contacto, por mencionar algunos ejemplos. En ese sentido, algunos
farmacos antineoplasicos efectivos actuan a otros niveles, diferentes a la
proliferacion tumoral. Un ejemplo es el anticuerpo monoclonal bevacizumab, un
inhibidor de VEGFR que antagoniza la formacion de microvasculatura en el
proceso angiogénico de los tumores solidos (Shih, 2006). Por lo tanto, ya que ha
demostrado atrasar el crecimiento en tumores llegando a largar la vida de los
pacientes (NIH-INC, 2011)

Gracias a estos ensayos realizados puede ser un indicio de en qué modelos se
pudieran utilizar y en que procesos estan involucrados estos compuestos como
por ejemplo se podria pensar que en lineas celulares con mutaciones presentes
en MCF7, estos compuestos derivados de las tiosemicarbazonas (TSC1, 5y 7)
tendrian algun efecto en la disminucion de la viabilidad celular.

Las ventajas de la estrategia empelada en esta tesis, en la que se disminuye la
concentracion de un agente antineoplasico como el cisplatino, es que se utilizaron
concentraciones mas bajas que la Clso y que al combinarse se observa que se
potencio el efecto observado con la TSC5 con la combinacion cisplatino-TSC5 (80
uM) que mostrd diferencias significativas. Es posible que las TSC1 y TSC7 no
mostraran efectos en los ensayos de combinacién debido al corto tiempo de

incubacion con el cisplatino, el cual fue de 2 h. Un reporte reciente, mostro efectos
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con la tiosemicarbazona triapina en combinacién con cisplatino, empleando 6
horas de incubacion previa con triapina, por lo que es posible que el tiempo de
exposicion previo a la incubacion con el segundo agente quimico tenga un efecto
muy importante en la inhibicion de la viabilidad (Ratner, 2016).

Los compuestos con actividad significativa en la viabilidad celular encontrados en
esta tesis, las TSC1, TSC5 y TSC7, podrian ser probados para definir sus efectos
en otros fenotipos malignos como la migracion e invasidn celular, la pérdida de la
apoptosis, la formacion de colonias o pérdida de la inhibicion por contacto, por
mencionar algunos ejemplos. En ese sentido, algunos farmacos antineoplasicos
efectivos actuan a otros niveles, diferentes a la proliferaciéon tumoral. Un ejemplo
es el bevacizumab, un inhibidor de VEGFR, aprobado por la FDA, que antagoniza
la formacion de microvasculatura en el proceso angiogénico de los tumores
soélidos (Shih, 2006). Por lo tanto, futuros esfuerzos en la caracterizacion de las
TSC estudiadas en este trabajo podrian concentrarse en la caracterizacion de
estos fenotipos, empleando diferentes modelos de lineas celulares.

Por otro lado, otra estrategia experimental de caracterizacion de estos compuestos
que podria desarrollarse es el empleo de modelos in vivo, que representen
tumores con distintas alteraciones moleculares y que podrian revelar distintos
efectos inhibitorios o0 efectos mas marcados, los cuales sean dependientes de
alteraciones moleculares especificas relevantes en distintos tipos de cancer. El
interés en la caracterizacion de los derivados de TSC es muy alto, debido a su
potencial como agentes antitumorales, y se manifiesta en los 33 estudios clinicos
que actualmente se estan llevando a cabo en Estados Unidos (Clinical trials,
2016). Trabajos como este, con moléculas innovadoras, son el inicio de todo
desarrollo farmacéutico y tienen relevancia en el descubrimiento de nuevas

moléculas con actividad antitumoral.
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8.- CONCLUSIONES

La linea celular MDA-MB-231 no mostré sensibilidad con los 7 compuestos

derivados de las tiosemicarbazonas al contrario de la linea celular MCF7.

La TSC1 a una concentracion de 100 uM a 48 horas presentd el porcentaje mayor
de inhibicion de 80.10% de los siete compuestos evaluados, mientras que

cisplatino a la misma concentracion y tiempo evaluado fue de 81.76%.

La Clso mas baja en la linea celular MCF7 fue de 67.44 uM con la TSC1 a 48
horas mientras que la del cisplatino evaluada a las mismas condiciones fue de
57.59 puM.

La combinacion (cisplatino-TSC5) 80 uM a 24 horas obtuvo un porcentaje de

inhibicion de 43.19 % que cisplatino (CDDP 80 uM) de 24.92% y TSC5 80 uM de
25.25%.
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ANEXO

Sintesis de las tiosemicarbazonas

Se colocd en un matraz el NaH previamente pesado, enseguida se lavé con
metilciclohexano. El solido obtenido se seco al vacio y se colocd bajo atmdsfera
de Nitrogeno. Se adicion6 10 cc de THF recién destilado y seco, se incorporo el
tiol respectivo y se dejo agitando a temperatura ambiente durante el tiempo
requerido para llevar a cabo la reaccion. Posteriormente, se pesé el aldehido
utilizado (diferente para cada tiosemicarbazona), a la disolucién obtenida se le
agrego lentamente la disolucion del tiol previamente filtrada, la mezcla de reaccion
se dejo en agitacion a temperatura ambiente, se observd la aparicion de un
precipitado. Posteriormente, la disolucion se filtra y se lleva a sequedad. El

producto obtenido es un solido cristalino (aldehido intermediario).

Se disolvié el aldehido en etanol y se disolvid la tiosemicarbazida en una mezcla
etanol-agua, por separado. Una vez disueltos ambos compuestos se adiciono la
tiosemicarbazida al aldehido en medio acido, la mezcla obtenida se llevo a reflujo
y se dejo agitando hasta completar la reaccion, la mezcla se filtré y la disolucion es
separada al vacio, se observo la aparicion de un precipitado el cual se filtré. Este
precipitado se purific6 mediante recristalizacion. EI compuesto obtenido es la

tiosemicarbazona derivada correspondiente, al aldehido empleado.
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9.- PERSPECTIVAS

Evaluar a TSC5 en otros procesos del cancer como migracion, invasion, apoptosis
entre otros para conocer si estan involucradas en otros procesos importantes y

tener una caracterizacion de este compuesto mas completa.

Evaluar en otros modelos in vitro ya sea en otros tipos de cancer o en lineas
celular con las mutaciones de la linea MCF7, para conocer si son sensibles ante
este compuestos y comparar la disminucidon en la viabilidad con una linea celular

no cancerigena para encontrar algun posible mecanismo de accion.

Evaluar en un modelo in vivo por ejemplo de xenotransplante con células MCF7,
para observar el comportamiento del modelo y conocer cédmo va afectando en su
peso por ejemplo y medir si hay disminucion en el tumor al estar expuesto a este

compuesto
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