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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE COMPUESTOS
ORGANICOS HIBRIDOS DE TETRAHIDROQUINOLINAS E
ISOZAXOLES EN LINEAS TUMORALES Y SU MECANISMO DE
ACCION*®

AUTORA: YENNY BUENO DUARTE™"

PALABRAS CLAVE: MUERTE CELULAR, HIBRIDOS DETETRAHIDROQUINOLINAS
—ISOZAXOLES, BIOENERGETICA MITOCONDRIAL

DESCRIPCION:

Las tetrahidroquinolinas (THQ) e isozaxoles son heterociclos con diversas propiedades
antibacteriales, antimifingcas, antioxidantes, anticonvulsivos y antitumorales. Su importancia
farmacologica ha llevado al grupo de investigacion CODEIM a sintetizar hibridos de estos
compuestos con el proposito de potenciar sus propiedades antitumorales.

De esta forma fueron sintetizados 16 compuestos hibridos de THQ e isozaxoles y se determind
su viabilidad celular en cuatro lineas tumorales y una linea celular normal. Los hibridos 3a, 3e, 3j
y 3k presentaron las mejores concentraciones citotoxicas en células tumorales de higado
(HepG2), el compuesto 3c fue el mas citotdxico en células tumorales de cuello uterino (HelLa) y
el compuesto 3j presentd la CCsop mas baja en células tumorales de pulmon (A549).
Posteriormente, fue evaluado el mecanismo de muerte celular de los compuestos mas citotdxicos
en cada linea celular, mediante diversas técnicas como citometria de flujo, medida intracelular de
especies reactivas de oxigeno, lipoperoxidacion de membrana, potencial de membrana
mitocondrial, liberacién de citocromo ¢ y fragmentacion de ADN. Los resultados obtenidos
mostraron que el compuesto 3c inducia apoptosis en las células Hela, el compuesto 3j inducia
varios tipos de muerte celular como necrosis y autofagia en células A549 y el compuesto 3j
inducia apoptosis y necrosis en células HepG2.

Finamente, se escogieron los homologos estructurales 3j-3a y 3k-3e para evaluar su efecto sobre
la bioenergética mitocondrial en células HepG2 y mitocondrias aisladas de higado de rata. Los
resultados sugieren que el efecto citotoxico de los compuestos analizados esta relacionado con el
efecto inhibitorio sobre la cadena de transporte de electrones.

* Trabajo de investigacion.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Doctorado en Quimica.
Directora: Stelia Carolina Méndez Sanchez, Ph.D. Codirector: Armold Romero, Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF THE CYTOTOXIC ACTIVITY OF HYBRID ORGANIC
COMPOUNDS OF TETRAHYDROQUINOLINES AND ISOZAXOLES IN
TUMOR LINES AND ITS ACTION MECHANISM=*

AUTHOR: YENNY BUENO DUARTE™"

KEYWORDS: CELULAR DEATH, HIBRIDS TETRAHYDROQUINOLINE- ISOZAXOLE,
MITOCHONDRIAL BIOENERGETIC.

DESCRIPTION:

Tetrahydroquinolines (THQ) and isozaxoles are heterocycles with various properties like
antibacterial, antimifungal, antioxidant, anticonvulsant and antitumor. Its pharmacological
importance has led the CODEIM research group to synthesize hybrids of these compounds in
order to enhance their antitumor properties.

In this way, 16 hybrid compounds of THQ and isozaxoles were synthesized and their cell
viability was determined in four tumor lines and a normal cell line. Hybrids 3a, 3e, 3j and 3k
presented the best cytotoxic concentrations in liver tumor cells (HepG2), compound 3c was the
most cytotoxic in cervical tumor cells (HeLa) and compound 3j had the lowest CCsq in cells lung
tumors (A549). Subsequently, the mechanism of cell death of the most cytotoxic compounds in
each cell line was evaluated by various techniques such as flow cytometry, intracellular
measurement of reactive oxygen species, membrane lipoperoxidation, mitochondrial membrane
potential, fragmentation of DNA and release of cytochrome. The results obtained showed that
compound 3c induced apoptosis in HelLa cells, compound 3j induced several types of cell death
such as necrosis and autophagy in A549 cells and compound 3j induced apoptosis and necrosis
in HepG2 cells.

Finally, structural homologues 3j-3a and 3k-3e were chosen to evaluate their effect on
mitochondrial bioenergetics in HepG2 cells and mitochondria isolated from rat liver. The results
suggest that the cytotoxic effect of the compounds analyzed is related to the inhibitory effect on
the electron transport chain.

* Trabajo de investigacion.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Doctorado en Quimica.
Directora: Stelia Carolina Méndez Sanchez, Ph.D. Codirector: Arnold Romero, Ph.D.



17
NUEVOS HIBRIDO CON ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

Introduccién
El cancer constituye uno de los problemas de salud mas graves en varios paises del mundo, es
una enfermedad multifactorial que se caracteriza por el crecimiento descontrolado de las células,
la proliferacion celular independiente de mitdgenos, la presencia de alta inestabilidad genética, la
presencia de mutaciones en variadas etapas del ciclo celular, las vias de sefializacion y/o en el
proceso de induccion de apoptosis; y finalmente, la invasion de otros tejidos (metastasis) (Siegel

et al., 2015).

El avance en el estudio de la biologia molecular del cancer y el desarrollo de métodos que
han permitido identificar las mutaciones en las proteinas implicadas en el desarrollo de los
tumores en las diversas etapas del desarrollo de la enfermedad; lo cual ha generado muchas
posibilidades en el desarrollo de tratamientos més efectivos, ante los mecanismos de resistencia,

cada vez mas comunes en el tratamiento quimioterapeltico convencional.

El ciclo celular es un evento secuencial y finamente regulado que se divide en cuatro fases
Go/G1, S, G2 y M. Inicialmente, las células se encuentran en un estado estacionario (Go), que
requiere del estimulo de factores de crecimiento para entrar en el estado activo (G;), donde
progresan a la fase S en la cual ocurre la sintesis del ADN, enseguida la célula pasa a la fase G, y
la fase M donde ocurre los eventos mitdticos: condensacion de los cromosomas, ruptura de la
membrana nuclear, reorganizacion de los microtibulos en el huso acromatico, division de las
cromatidas hermanas y citocinesis (Johansson y Persson, 2008). Mutaciones en diferentes
proteinas encargadas de regular los puntos de control (retinoblastoma, p53, complejo promotor
de la anafase APC) , son responsables de predisposicion al cancer y varias de ellas han sido
asociadas con cancer de colon, pulmén y algunos linfomas (Morgan, 2007; Cooper, 2007;

Mallumbres & Bardacid, 2009; Lapennas & Giordano, 2009).
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Ademés de las mutaciones del ciclo celular que favorecen el desarrollo de los tumores, se
requieren varias mutaciones en diferentes vias de sefializacion para adaptar el metabolismo del

tumor y soportar su crecimiento y supervivencia (Cairns et al., 2011).

Se ha observado que algunas células tumorales prefieren la generacién de ATP por glucdlisis,
incluso en concentraciones normales de oxigeno. A este fendmeno se le ha denominado el efecto
Warburg, y se ha relacionado con la facilidad de obtener ATP con mayor rapidez e incluso con
ventajas biosintéticas para las células tumorales. Ademas, se ha relacionado la glucdlisis, la
presencia de rutas de sefalizacion aberrante y oncogenes que promueven la proliferacién celular

(Cairns et al., 2011).

Las rutas de sefializacion celular Ras/raffMEK/ERK, la via fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)
y la actividad oncogénica de WNTL, regulan varios procesos que son importantes en la
progresion del cancer, iniciacibn del tumor, crecimiento, muerte celular, diferenciacion,
metastasis y constituyen un blanco importante en el desarrollo de terapias para combatir el
desarrollo de la enfermedad (Martini et al., 2014; Gauthier & Ho., 2013; Tartarone et al., 2013;

Anastas & Moon, 2013).

Aungue el tratamiento depende del tipo de cancer, de forma general es posible sefialar las
diferentes terapias que se usan actualmente para tratar la enfermedad: cirugia, radioterapia,
inmunoterapia, quimioterapia, terapia hormonal y terapia dirigida (DeSantis et al., 2014). A

continuacion se presenta una breve descripcion de la quimioterapia y la terapia dirigida:

El proposito de la quimioterapia es inducir dafio en el ADN de las células tumorales e inducir
apoptosis, para ello cuenta con diversos compuestos que actlan como agentes alquilantes,

antimetabolitos, inhibidores de topoisomerasa e inhibidores de mitosis, entre otros. Este tipo de
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terapia ha tenido resultados exitosos en algunos tumores como cancer de testiculo y en algunas
leucemias. Sin embargo, el efecto en el tratamiento de tumores epiteliales comunes en el seno,
colon y pulmon, ha tenido resultados menos favorables y la efectividad del tratamiento ha
disminuido por diversos factores como la toxicidad sistémica, la falta de especificidad, el
metabolismo rapido de los farmacos y la resistencia intrinseca y adquirida que presentan estas

drogas (Johnstone et al., 2002).

La terapia dirigida emplea farmacos que bloquean el crecimiento y progresion del cancer al
actuar sobre proteinas especificas que son responsables del desarrollo, crecimiento Yy/o
diseminacion de la enfermedad. Algunos farmacos usados actualmente son el Sorafenib, cuyo
efecto citotoxico en células de cancer de higado, seno, pancreas, colon y pulmén, aumenta la
sobrevivida, pero también genera resistencia en muchos pacientes (Zhang et al., 2012;
Nakayama et al., 2012; Gauthier & Ho., 2013; Germano et al., 2013; Zhu & col., 2013). Otros
farmacos que han sido aprobados por la FDA y desarrollados en los 80’s son el erlotinib (Roche)
y el gefitinib (Iressa). Estos inhiben la proliferacion celular, angiogénesis, invasion del tumor y el
potencial metastasico. Sin embargo, los pacientes tratados con esta droga presentan diferentes
mecanismos de resistencia (Heigener & Reck., 2011; Kohler & Schuler; 2013; Tartarone et al.,

2013; Bronte et al., 2014).

La naturaleza continla siendo el mayor recurso de nuevas estructuras quimicas que permitan
el desarrollo de nuevos farmacos. Estas nuevas estructuras pueden ser usadas de forma
significativa y dirigida, mediante sintesis organica para poner los farmacéforos en la posicion
correcta y obtener mas efectos benéficos (Cragg & Neuman, 2013; Dev, 2010; Monneret et al.,
2010; Nirmala et al., 2011; Das & Satyalakshmi, 2012) efectivamente efectivos, El avance en el

entendimiento de las reglas que gobiernan
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Dentro del conjunto de compuestos activos identificados y sintetizados en su totalidad, se
presentan las tetrahidroquinolinas (THQ) como una caracteristica estructural de muchos agentes
farmace(ticos, cuyos derivados presentan un amplio rango de actividades biologicas (Kumars et
al., 2011; Hou et al., 2013; Rudenko et al., 2014). Vario han reportado actividad citotoxica de
derivados de tetrahidroquinolinas sobre células tumorales de seno, linfomas, pulmén y hepaticas
(Ghorab et al., 2009; Algasoumi et al., 2010; Mufioz et al., 2011; Lam et al., 2013; Faidallah &
Rostom, 2013). Ademéas de efecto de estos derivados sobre procesos importantes en el desarrollo
del cancer como la angiogénesis y en el metabolismo del tumor (Walsh et al., 2011; Reddy et al.,

2013).

Igualmente, se han reportado propiedades farmacoldgicas para los isoxazoles (Palusa et al.,
2011; Liu et al., 2011; Chauhan et al., 2012; Palanisamy et al., 2013; Darwish et al., 2014), y se
ha reportado actividad citotoxica y antiproliferativa en lineas tumorales de cérvix, colon y
pulmén de leucemia, melanoma, ovario, seno, préstata, rifidn y pulmén (Veeraswamy et al.,
2012; Kumbhare et al., 2012; Palanisamy et al., 2013; Diana et al., 2014). El efecto citotdxico de
las THQ e isoxazoles en células cancerigenas, pone de manifiesto la importancia de estos

compuestds en el desarrollo de potenciales compuestos antitumorales.

Un compuesto antitumoral debe generar efecto citotoxico mediante un mecanismo de muerte
celular programada (MCP) que le permita eliminar las células tumorales y presentar poco o
ningin efecto sobre los tejidos vecinos. Inicialmente, se consideraba la apoptosis como el
mecanismo de MCP ideal para los compuestos quimioterapedticos. Sin embargo, se han
identificado otros mecanismos regulados como necroptosis, autofagia, mitoptosis, entre otros,

que pueden convertirse en alternativas para los diversos mecanismos de resistencia que presentan
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las células tumorales al tratamiento que induce apoptosis (Chaabane et al., 2013; Radogna et al.,

2014).

Estos mecanismos de resistencia y la variabilidad genética existentes en los tumores, sefialan
a las mitocondrias como objetivos funcionales en todos los tipos de céncer. De esta manera, la
identificacion de la mitocondria como el blanco primario o secundario de una droga puede
facilitar el descubrimiento del mecanismo de accidn y abrir nuevas perspectivas de su aplicacion
y de los efectos secundarios que puede tener (Szewczyk & Wojtczak, 2002). Teniendo en cuenta
la importancia de las mitocondrias en la demanda bioenergética y biosintética de la célula, en
desencadenar mecanismos de MCP y en el metabolismo aberrante en las células malignas

(Neuzil et al., 2013; Dong & Neuzil, 2014; Olszewska & Szewczyk, 2013).
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar la toxicidad in vitro de compuestos hibridos tetrahidrogquinolinas-isoxazoles sobre
diferentes lineas tumorales y mediante el estudio de bioenergética mitocondrial conocer el

posible mecanismo de accién de estos compuestos.

1.2 Objetivos especificos

- Evaluar el efecto de los compuestos hibridos tetrahidroguinolinas-isoxazoles sobre la

viabilidad y proliferacion de cuatro lineas de células tumorales.

- Determinar el mecanismo de induccion de muerte celular responsable de la toxicidad de

los compuestos hibridos tetrahidroguinolinas-isoxazoles.

- Estudiar el efecto de los compuestos hibridos sobre la bioenergética de mitocondrias

extraidas de higado de rata.
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1. Citotoxicidad en lineas cancerigenas

J demos entrado en la célula, mansion de nuestro nacimiento, y comienzo del inventario
de nuestra riqueza adquirida”
Albert Claude

2.1 Introduccidn

El avance en el entendimiento de las reglas que gobiernan el desarrollo del ciclo celular, el
conocimiento en las mutaciones que se presentan en proteinas especificas y la determinacion de
vias de sefializacion que contribuyen a la proliferacion de las células cancerigenas, promueve el
disefio racional de farmacos que puedan eliminar especificamente las células tumorales. La
bisqueda de estas fuentes de compuestos se ha dirigido hacia fuentes naturales, como un campo
adecuado para la busqueda de los potenciales farmacos. La naturaleza produce una gran libreria
de estructuras quimicas de gran diversidad y funcion (Cragg et al., 2009; Nobili et al., 2009;
Dev, 2010; Monneret et al., 2010). De manera significativa y dirigida, mediante sintesis organica
se puede usar esas estructuras moleculares presentes en los productos naturales, haciendo copias
sintéticas y asi poner los farmacoforos en la posicion correcta para obtener mas efectos benéficos
en términos del perfil bioldgico (Max & Wang, 2009). Aunque los productos naturales también
inspiran la quimica medicinal para descubrir nuevas drogas, el proceso de descubrimiento de
farmacos a partir de productos naturales es un proceso dificil, tedioso y consume tiempo. El
descubrimiento moderno de farmacos aplica las herramientas de la quimica sintética como un
enfoque innovador y orientado a explorar la quimica biologicamente activa méas rapidamente
(Das & Satyalakshmi, 2012). Los productos naturales han desempefiado un papel fundamental en
la identificacion de diversos medicamentos, incluyendo compuestos  antibacterianos,

antifingicos, antituberculosis y antitumorales (Nirmala, 2011).
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Varios de los heterociclos activos que exhiben propiedades farmacologicas han sido
identificados y sintetizados en su totalidad (Kumar et al., 2011; Dasari et al, 2015; Marchetti et
al., 2016; Yu et al.,, 2016). Dentro de estos heterociclos se destacan las tetrahidroquinolinas
como una caracteristica estructural de muchos agentes farmacedticos, cuyos derivados presentan
un amplio rango de actividades bioldgicas, que incluyen inhibicion de la proteina
farnesiliransferasa, ~ antagonistas de  los  receptores  N-metil-D-aspartato ~ (NMDA),
antiinflamatorios, anti-arritmicos, supresores inmunolégicos, actividad antiviral, antibacterial,
anti-VIH, antituberculosis, antifingicos y moderada actividad antioxidante (Kumar et al., 2011;
Hou et al., 2013; Rudenko et al., 2014; Chander et al., 2016; Lei et al., 2016). Varios estudios
han reportado actividad citotoxica de derivados de tetrahidroquinolinas sobre células tumorales
de seno, linfomas, pulmén y hepéticas (Ghorab et al., 2009; Algasoumi et al., 2010; Mufioz et
al,, 2011; Lam et al., 2013; Faidallah & Rostom, 2013; Kouznetsov et al., 2016; Chen vy col,,
2016). Adicionalmente, los trabajos realizados por Walsh y colaboradores muestran que
derivados de THQ son activadores de la isoforma M2 de la piruvato quinasa (PKM2); esta
isoforma esta presente en la mayoria de los tumores como un dimero inactivo y se ha
determinado que su actividad disminuida favorece el desarrollo del tumor al aumentar los niveles
de intermediarios glucoliticos para procesos anabodlicos como la sintesis de acidos nucleicos,
aminoécidos y lipidos (Walsh et al., 2011). Del mismo modo, se ha determinado que derivados
de las THQ son moléculas activas como antiangiogénesis, siendo la angiogénesis uno de los
procesos propios de los tumores mas agresivos y que aseguran su desarrollo y posterior

metéstasis (Reddy et al., 2013).

Por su parte, la sintesis de nuevos isoxazoles se mantiene como un objetivo importante de la

investigacion medicinal. Se ha reportado que estos compuestos poseen propiedades
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farmacolbgicas tales como antifingica, antibacterial, anticonvulsiva, anti-inflamatoria, antiviral,
analgésica, antioxidante, antituberculosa, antitumoral y antidepresivas (Palusa et al., 2011; Liu et
al., 2011; Chauhan et al., 2012; Palanisamy et al., 2013; Darwish et al., 2014). En cuanto a su
actividad antitumoral, se ha establecido actividad citotoxica y antiproliferativa en lineas
tumorales de cérvix, colon y pulmén (Veeraswamy et al., 2012; Kumbhare et al., 2012;
Palanisamy et al., 2013; Diana et al., 2014). Igualmente, los derivados de isoxazoles evaluados
por Kamal y colaboradores en 2011, presentaron actividad citotdxica en varias lineas tumorales
de leucemia, melanoma, ovario, seno, prostata, rifion y pulmén. El estudio del posible
mecanismo de accion de estos derivados mostrO que estos compuestos aumentaban la cantidad
de células presentes en la fase G2/M lo que indicaria la detencién del ciclo celular, posiblemente
como resultado de la accidon de los derivados como inhibidores de la ciclina B1, la CDK1 vy la

polimerizacion de los microtibulos (Kamal et al., 2011).

Al-Sanea y sus colaboradores en 2013 mostraron que derivados de estos compuestos tienen
efecto inhibitorio sobre receptores de membrana tipo tirosina quinasa MAPK14 y MAP quinasa
p38; la importancia de estos receptores en los procesos de diferenciacion y proliferacion celular,
asi como en la regulacion del ciclo celular y la apoptosis demuestran el papel determinante que
los derivados de los isoxazoles pueden tener en el desarrollo de potenciales compuestos

antitumorales.

Los compuestos hibridos de THQ-isoxazoles usados en el presente estudio, fueron
sintetizados a partir de la formacion del correspondiente derivado N-propagil tetrahidroquinolina
a través de tres reacciones cationicas imino Diels-Alder, y la formacion de los sistemas hibridos

THQ-isoxazoles fueron obtenidos mediante una reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar.
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Figura 1. Mecanismo de reaccién para obtener los hibridos de THQ- isoxazoles.

Estos compuestos fueron evaluados en diferentes lineas celulares con el proposito de

establecer su actividad citotoxica, indice de selectividad y finalmente, se realizd un analisis

morfologico de los compuestos mas citotoxicos.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Sintesis de los compuestos hibridos

La sintesis de nuevos compuestos hibridos tetrahidroquinolina-/isoxazol se realizd en el Grupo

de Investigacion en Compuestos Organicos de Interés Medicinal (CODEIM) por el Quimico

Fausto Marin, a partir de anilinas 4-sustituidas, para la posterior obtencion de las N-propargil-4-
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(2’-oxopirrolidin-1°-il) tetrahidroquinolinas y las oximas de los aril aldehidos benzaldehido, 4-
metoxibenzaldehido, 3,4-dimetoxibenzaldehido y el 3,4,5-trimetoxibenzaldehido, a través de una
reaccion de imino Diels-Alder catidnica y una cicloadicion 1,3-dipolar. Los hibridos moleculares
fueron caracterizados por las técnicas espectroscopicas IR, resonancia magnética nuclear (RMN)
y estudios de espectrometria de masas ESI-MS, con los cuales fue posible comprobar la

estructura de los hibridos moleculares obtenidos (Marin, 2014).

2.2.2 Reactivos

El suero fetal bovino (SFB) fue obtenido de LABG&M, los medios de cultivo EMEM (Eagle's
Minimum Essential Medium), RPMI (Roswell Park Memorial Institute), la proteina tripsina y los
reactivos dimetilsulfoxido (DMSQO), MTT (sal de bromuro de 3-(4,5 dimetil tiazol -2 il)- 2,5-
difenil tetrazolio) y EDTA (&cido trietilendiaminotetracético) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Los demas reactivos usados fueron obtenidos comercialmente con alto

grado de pureza.

2.2.3 Células

Fueron usados diferentes tipos de células cancerigenas humanas: células HelLa (Células de
carcinoma cervical humano), HepG2 (células de hepatoma humano), A549 (Células de
carcinoma pulmonar humano), B16F10 (Ceélulas de melanoma murino) y una linea de células
normales VERO (Células de rifion de mono verde africano). Las células HelLa, HepG2, A549 y
VERO fueron cultivadas en medio EMEM, y las células B16F10 en medio de cultivo RPMI
usando 10% de suero fetal bovino y un pH de 7.4. Los repiques de cada linea celular se

realizaron usando una solucién de tripsina-EDTA.
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2.2.4 Determinacion de viabilidad celular

La viabilidad celular se determind por el método del MTT (sal de bromuro de 3-(4,5 dimetil
tiazol -2 il)- 2,5- difenil tetrazolio) de acuerdo a lo descrito por Mossman (1983). Con este
método las células viables y metabdlicamente activas reducen la sal de tretrazolio formando

cristales de formazan solubles en DMSO que pueden ser cuantificados a 570 nm.

Se usaron 7.5 x 10° células/pozo de las lineas celulares HepG2, A549, B16F10, VERO y 1.0 x
10 células/pozo para los ensayos con Hela. Las células en estudio fueron adicionadas en placas
de 96 pozos, incubadas a 37°C con 5% de atmosfera de CO, durante 24 horas para total
adherencia. Posteriormente, se adicionaron soluciones de 5, 25, 50 y 100 pM de cada compuesto
y se incubaron por 48 horas. En cada uno de los tratamientos se mantuvo un porcentaje de 0,1%
de DMSO. Al cabo de este tiempo, fue adicionado 200 pL de MTT (500pg.mL™ en HBSS) y las
células fueron incubadas por 3 horas. Después del tiempo de incubacion, los cristales formados
fueron solubilizados en 200 pL de DMSO Yy cuantificados a 570 nm, mediante un lector de

microplaca. Las CCsg fueron calculadas con el software GraphPad Prism.

2.2.5 Andlisis morfoldgico

Células de cada linea celular (1x10° células/pozo) fueron depositadas en placas de 12 pozos e
incubadas en atmosfera de 5% de CO, a 37 °C por 24 horas. Después de la adhesion, el medio de
cultivo fue reemplazado con medio conteniendo la concentracion citotdxica 50 (CCsg) de los
compuestos hibridos que presentaban la mejor actividad en cada linea celular evaluada. Posterior
al tratamiento, las células fueron fijadas con etanol por 5 minutos y tefidas con hematoxilina y
eosina. Finalmente, los cambios morfologicos fueron examinados con un microscopio invertido

con un aumento de 40x.
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2.2.6 Andlisis estadistico

Todos los andlisis fueron realizados en triplicado en tres ensayos independientes, y los valores
obtenidos fueron analizados y expresados como la media + error estandar de la media (ESM). El
analisis estadistico fue realizado mediante un analisis de varianza (ANOVA de una via) seguido

de un test de tukey, con interval de conflanza del 95%.

2.3 Resultados y discusion

Una familia de 16 compuestos hibridos de THQ-isoxazoles sintetizados y caracterizados, fueron
evaluados en cuatro lineas tumorales: HelLa (Células de carcinoma cervical humano), HepG2
(células de hepatoma humano), A549 (Células de carcinoma pulmonar humano), B16F10
(Células de melanoma murino) y una linea transformada de células normales VERO (Células de
rifidn de mono verde africano), con el objetivo de establecer el efecto citotdxico y el potencial

antitumoral de estos compuestos.

La tabla 1.1 presenta la concentracién citotoxica 50 (CCsp) de los compuestos hibridos
durante 48 horas de tratamientos sobre las cinco lineas celulares. Todos los compuestos hibridos
evaluados presentan actividad citotoxica en por lo menos una linea celular. EI compuesto 3c
presenta el mejor efecto citotoxico en las lineas celulares HeLa y B16F10 (Figura 2 A, 2B). Por
su parte, en las lineas tumorales A549 y HepG2 el compuesto 3j, presenta los mejores efectos

citotoxicos (Figura 3A, 3B).

En la primera serie de compuestos hibridos de THQ-isozaxoles 3c, 3f, 3l y 3i (Tabla 1.1), es
posible observar que el aumento del tamafio del sustituyente de la tetrahidroguinolina, en la

posicién 6, se correlaciona con disminucion del efecto citotoxico en las lineas tumorales HelLa y
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HepG2. Mientras que las lineas celulares A549 y B16F10 el mejor efecto citotoxico es para el
hidrogeno, seguido del atomo de cloro, después el metil y finalmente el grupo metoxi. Estos
resultados coinciden con el trabajo de Lam y colaboradores en 2013, donde fue posible observar
que sustituyentes pequefios como el hidrogeno en la posicién 6 e hidroxilo en la posicion 8, en
una familia de THQ quirales, presentaron fuerte efecto citotoxico sobre lineas celulares de cancer
humano A549 (pulmon), MDA-MB-231 (seno), SaoS2 (sacroma), SKHep-1 (hepatoma) y

Hep3B (carcinoma hepatocelular).

Para los compuestos hibridos de THQ-isozaxoles 3m, 3n, 3p y 30 (tabla 1), se puede observar
que el compuesto 3m, que contiene un atomo de cloro en la posicién 6 de la tetrahidroguinolina,
presenta la mejor actividad en todas las lineas celulares. La presencia de dos sustituyentes cloro
en las posiciones 6 y 8 del anillo de la tetrahidroquinolina, mejora el efecto citotoxico sobre la
linea tumoral A549 (compuesto 3p). Por su parte, los compuestos hibridos 3b, 3e, 3k y 3h (tabla
1), presentan el mejor efecto citotoxico en las lineas tumorales A549 y HepG2; y es notable la
disminucion de la actividad citotoxica conforme aumenta el tamafio del sustituyente de la THQ.
También se observaron dificultades en la disolucion del hibrido 3b en el wvehiculo, lo cual se
manifestd en la alta variabilidad presentada en el efecto citotoxico sobre las lineas tumorales
evaluadas (Tabla 1). En este grupo de compuestos, se destaca el efecto del compuesto 3e que

presenta el mejor efecto citotoxico en la linea tumoral HepG2 (CCsg 10,9 £ 4,5 uM).
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Tabla 1. Actividad citotoxica de una familia de hibridos de tetrahidroquinolina (THQ)/
isozaxoles en una serie de lineas celulares que incluyen HelLa, A549, HepG2, B16F10 y VERO.

Actividad citotoxica CCsq [UM]

HeLa A549 HepG2 B16F10 VERO
Comp. |C50"Jl ISP |C50a ISP |C5()a ISP |C50a ISP
3c
O
(fi 380+ 0.91 310+ 11  786+25 044 236+ 15 347+
L
b ) 10.8 0.74 12 5.3
3f
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639+19 14  585+22 16 749 + 12 >100 083 9156+
r 0.04 16
7 N D/
3l
N >100 >0.7  344+72 19 >100 >07 632+ 11 68.6 +
Kﬁé} 3.4 2.1
3i
O
e AJ
. >100 >0.9 88.2+ 10 >100 >0.9 >100 >09 919+
.
Yo 10.2 12,6
3m
(=
. 439+32  >23  399+72 >25 102+26 >08 882+ 11 >100
20.5
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De la misma manera, de los compuestos hibridos de THQ-isozaxoles 3a, 3d, 3j y 3g (tabla 1),

se destaca el efecto citotoxico mostrado por los compuestos 3j y 3a, principalmente en las lineas
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tumorales A549 y HepG2. Es posible observar como el cambio del grupo metoxi por el &tomo de
Cloro en la posicién 6 de la THQ permite un considerable aumento en la actividad citotoxica de
CCso 72.7 £ 12.9uM a 16.9 £ 6.4 uM en la linea celular A549 y de CCs0 43,9 £ 69 M a 5,2 +
1,9 M en HepG2. Igualmente, el cambio del grupo metil por un hidrégeno en la posicion 6 de la
THQ muestra un marcado aumento de la actividad citotoxica en la linea tumoral HepG2 donde la

disminucion del CCsg es de 26,2+ 4,2 uM a 6,8 £ 0,71M.

Estos resultados son interesantes porque el carcinoma hepatocelular (CHC) es uno de los tipos
de céncer de mayor prevalencia en Colombia (Carrefio y col., 2015) y se ubica como el quinto
cancer mas prevalente en el mundo. Ademas, el tratamiento del CHC se dificulta porque
frecuentemente estd asociado a cirrosis, afeccion que constituye un problema socioecondmico en
muchos paises y cuyas opciones de tratamiento son limitadas. Por ello, la importancia y
pertinencia de descubrir y/o desarrollar opciones terapéuticas mas efectivas para el CHC

(Gonzélez & Prieto, 2001; Testa et al., 2003; Zhou et al., 2016).

La falta de selectividad en los compuestos antitumorales usados actualmente es uno de los
desafios de los nuevos compuestos disefiados para el tratamiento del céncer. Es interesante que
los compuestos hibridos de THQ e isozaxoles que presentaron los mejores efectos citotoxicos en
A549 (3p y 3j), también presentaron los mayores indices de selectividad (CCso celula normal/
CCsp célula tumoral) 4.4 y 4.9, respectivamente (Figura 2). Del mismo modo, los compuestos
3m, 3j y 3a presentaron los mejores efectos citotoxicos en HepG2, y sus indices de selectividad
representan los valores mas altos registrados en esta linea celular >9,8, >14,7 y 16,1

respectivamente (Figura 3).
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Figura 2. Efecto de los compuestos hibridos sobre las células A549 y células Vero después de 48
horas de tratamiento. Efecto de los compuestos hibridos sobre las células A549 y células Vero
después de 48 horas de tratamiento. A) Hibrido 3p. B) Hibrido 3j. Los valores representan la
media £ DS del porcentaje de ceélulas viables en comparacion con el control (los datos presentan
dos experimentos independientes, cada uno por triplicado). Diferencias significativas (p<0,05)
fueron encontradas en los porcentajes de viabilidad de todas las dosis evaluadas para los
compuestos hibridos sobre la linea celular A549 y a partir de la concentracion de 25 UM para la
linea celular Vero.
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Figura 3. Efecto de los compuestos hibridos sobre las células HepG2 vy ceélulas Vero después de
48 horas de tratamiento. A) Hibrido 3m. B) Hibrido 3j. C) Hibrido 3a. Los valores representan la
media + DS del porcentaje de células viables en comparacion con el control (los datos presentan
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dos experimentos independientes, cada uno por triplicado). Diferencias significativas (p<0,05)
fueron encontradas en los porcentajes de viabilidad de todas las dosis evaluadas para los
compuestos hibridos sobre la linea celular HepG2 y a partir de la concentracion de 25 UM para la
linea celular Vero.

El oxaliplatino fue el medicamento usado como farmaco de referencia, este es un agente
quimioterapéutico que ha mostrado eficacia in vitro e in vivo contra varias lineas tumorales,
incluyendo algunas que han presentado resistencia al cisplatino y carboplatino (Raymond et al.,
1998). En este sentido, al comparar los mejores efectos citotdxicos registrados por los
compuestos hibridos de THQ-isozaxoles con respecto al compuesto quimioterapeltico tomado
como control positivo; es posible observar que el compuesto 3j en la linea tumoral A549, es dos

veces mas citotdxico y 3 veces mas selectivo; mientras que HepG2, es 4 veces mas citotdxico y 7

veces mas selectivo (Figura 4A, 4B).
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Figura 4. Efecto del hibrido 3c y oxaliplatino sobre la viabilidad celular después de 48 horas de
tratamiento. A) Viabilidad de la linea tumoral HeLa. B) Viabilidad de la linea tumoral B16F10.
Los valores representan la media + DS del porcentaje de células viables en comparacion con el
control (los datos presentan dos experimentos independientes, cada uno por triplicado).
Diferencias significativas (p<0,05) fueron encontradas en los porcentajes de viabilidad de todas
las dosis evaluadas.
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Figura 5. Efecto del hibrido 3j y oxaliplatino sobre la viabilidad celular después de 48 horas de
tratamiento. A) Viabilidad de la linea tumoral HepG2. B) Viabilidad de la linea tumoral A549.
Los valores representan la media + DS del porcentaje de células viables en comparacion con el
control (los datos presentan dos experimentos independientes, cada uno por triplicado).
Diferencias significativas (p<0,05) fueron encontradas en los porcentajes de viabilidad de todas
las dosis evaluadas

El hibrido 3c en las lineas tumorales HeLa y B16F10; y el compuesto 3j en las lineas
tumorales A549 y HepG2 fueron los compuestos que presentaron mayor citotoxicidad y como
una aproximacion al estudio del posible mecanismo de muerte, responsable del efecto citotdxico,
se realizd un analisis morfologico usando la tincibn de hematoxicilina y eosina, de las

concentraciones del 1Cso por 48 horas de tratamiento.

En la figura 6 se muestra el efecto del compuesto 3c sobre las lineas tumorales Hela y
B16F10. El andlisis muestra que el hibrido 3c genera cambios morfolégicos en las dos lineas
tumorales; relacionados con pérdida de la monocapa, disminucion en la densidad celular y
consecuente pérdida de contacto con las células adyacentes; reduccion del volumen celular y
desestabilizacion de la membrana plasmética. En las dos lineas tumorales es posible observar
surcos en la membrana de las células (figura 6B y 6D), y en las células HelLa aparecen cuerpos
apoptoticos (figura 6B). Se ha establecido que las células en fases tempranas de apoptosis
pierden contacto con las células vecinas producto del efecto de las caspasas sobre proteinas de

los sitios de adhesion célula-matrix extracelular y complejos de adhesion célula-célula (Taylor et
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al., 2008). Del mismo modo, se ha observado la presencia de surcos en la membrana plasméatica
como consecuencia del debilitamiento del citoesqueleto, generado por el clivaje de diversas
proteinas estructurales como miosina, espectrinas, a-actinina, gelsolina, filamina, tubulinas vy
proteinas asociadas a los microtUbulos (Hécker, 2000). Finalmente, el citoesqueleto debilitado de
las células apoptoticas, dirigido por el complejo actina-miosina extrangula la membrana,
permitiendo la formacion de wvesiculas independientes (cuerpos apoptoticos) que facilitan su

eliminacién por los macréfagos (Hengarther, 2000).

3 ""‘ I\ :’ . "'.;.'o -F 4 ‘ J L 3
Figura 6. Analisis morfoldgico de células HeLa y B16F10 con el hibrido 3c por 48 horas de

tratamiento. A) Control HelLa, B) Efecto del hibrido 3c sobre células HeLa (38,0 uM), C)
Control B16F10, D) Efecto del hibrido 3c sobre las células B16F10 (23,6 pM).
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Por su parte, en la figura 7 se muestra el efecto del compuesto 3j sobre las lineas tumorales
HepG2 y A549. En las dos lineas tumorales el hibrido 3j genera pérdida de contacto con las
células adyacentes. Igualmente, en la linea tumoral HepG2 es posible observar la presencia de
pseudo-vacuolas, mientras que en las células tumorales A549 se evidencia pérdida de volumen
celular, cambios de la morfologia caracteristica de las celulas y la presencia de nucleos

picnaticos.

Figura 7. Andlisis morfologico de células HepG2 y A549 con el hibrido 3j por 48 horas de
tratamiento. A) Control HepG2 48 h, B) Efecto del hibrido 3j sobre células HepG2 (5,1 uM), C)
Control A549, D) Efecto del hibrido 3j sobre las células A549 (16,9 pM).
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En este sentido, se ha establecido que la presencia de vacuolas se favorece durante la
apoptosis, aunque en diversos cultivos celulares se ha observado, su mecanismo molecular no es
claro (Hacker, 2000). Igualmente, una alteracion temprana es la condensacion de la cromatina
nuclear en paquetes a lo largo de la membrana del ndcleo, una serie de eventos bioquimicos
desencadenados por la accion de las caspasas 3 y 6 sobre las proteinas nucleares DFF45 (Factor
de fragmentacion del ADN), laminas y el factor de union de andamiaje nuclear, entre otras;
dirige la formacion del nlcleo picnético que posteriormente serd fragmentado, separado vy

empacado en los cuerpos apoptdticos (Taylor, 2000; Hengartner, 2000; Swanson, 2014).

Los compuestos hibridos 3c y 3j generan diversos cambios morfologicos, sobre las lineas
tumorales HelLa, B16F10, A549 y HepG2, que han sido relacionados con diferentes etapas del
proceso de muerte celular programada. Aunque estas observaciones sugieren la presencia de un
mecanismo de muerte regulada, es necesario realizar diversas pruebas confirmatorias que
permitan confirmar el mecanismo de muerte responsable del efecto citotoxico mostrados por los

compuestos hibridos de THQ-isozaxoles.

2.4 Conclusiones

- Los compuestos hibridos de THQ-isozaxoles 3(a-m) y 3p presentan CCso menores de 100
UM en por lo menos una de las lineas tumorales analizadas: carcinoma cervical humano (Hela),
hepatoma humano (HepG2), carcinoma pulmonar humano (A549) y melanoma murino
(B16F10).

- El efecto de los compuestos hibridos 3c, 3f, 3l, 3i, 3b, 3e, 3k y 3h sobre las lineas
tumorales A549 y HepG2 presenta una relacion entre el aumento del tamafio del sustituyente en

la posicién 6 de la THQ, y la disminucion de la actividad citotoxica.
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- El compuesto hibrido 3c presenta el mejor efecto citotoxico en las lineas tumorales Hela
y B16F10, con respecto a los demas compuestos hibridos evaluados; y el compuesto hibrido 3j
presenta el mejor efecto citotoxico en las lineas tumorales HepG2 y A549; con respecto a los
demés compuestos hibridos evaluados y el oxaliplatino tomado como medicamento control.

- El andlisis morfologico realizado a los compuestos hibridos 3c y 3j sobre las lineas
tumorales Hela, B16F10 y HepG2, Ab549, respectivamente; sugiere cambios morfologicos
relacionados con diversas etapas de un proceso de muerte celular regulada; sin embargo, es
necesario obtener mas evidencia que permita establecer un mecanimo de muerte especifica.

2. Analisis del mecanismo de induccién de muerte celular de los compuestos mas
citotoxicos -t DRSS

3.1 Introduccion

La eliminacion de células no deseadas o dafiadas a través de la muerte celular programada
(MCP) es esencial para procesos biologicos fundamentales como el desarrollo animal,
homeostasis tisular y respuesta al estrés. La falta de regulacion en los procesos de muerte celular
contribuye al desarrollo de una serie de enfermedades humanas que incluyen el cancer y la
inflamacion. Durante la transformacion oncogénica, las células neoplasicas resistentes a la
muerte celular sobreviven y adquieren mutaciones, lo cual convierte a la induccion de muerte
celular en uno de los mecanismos anti cancer desencadenados por una variedad de farmacos
quimioterapéuticos, y constituye una estrategia atractiva para desarrollar nuevas terapias contra

el cancer (Chen et al., 2016).

Aunque se han descrito varias clasificaciones, la apoptosis, autofagia y necrosis programada

son las tres formas principales de MCP, que se distinguen facilmente por sus diferencias
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morfoldgicas. La apoptosis se caracteriza por encogimiento celular, condensacion 'y
fragmentacion nuclear, crestas en la membrana y pérdida de contacto con las células vecinas
(Tanaka, 2013; Fernald & kurokawa, 2013; Bai & Wang, 2014; Hassan et al., 2014). Mientras
que la autofagia, es un proceso catabolico que comienza con la formacion de autofagosomas,
estructuras dobles ligadas a la membrana que circundan macromoléculas citoplasmaticas y
organulos, destinados al reciclaje. En general, la autofagia asegura la supervivencia celular
durante periodos de inanicion, estrés o privacion de factores de crecimiento. Sin embargo, las
células autofagicas pueden suicidarse al hacer frente al estrés, por mecanismos que difieren de la

apoptosis y necrosis programada.

Finalmente, la necrosis programada (necroptosis) genera hinchazon celular, disfuncion
organica y lisis celular. Asi, la importancia de los procesos de MCP en la preservacion de la
homeostasis del tejido y la eliminacién de las células dafiadas, tiene profundos efectos sobre el

desarrollo y eliminacion de los tejidos malignos (Ouyang et al., 2012).

3.1.1 Apoptosis

La induccidén de apoptosis puede ser iniciada por diferentes puntos, a través de los receptores de
muerte ubicados en la membrana plasmatica o por via mitocondrial (Figura 8). La estimulacion
de los receptores de muerte del factor de necrosis tumoral (TNF) CD95 o receptores de ligando
que inducen apoptosis (TRAIL) desencadenan la activacion del iniciador caspasa 8, el cual puede
propagar la sefial de muerte por clivaje directo de efectores internos como la caspasa 3 (Fulda &

Debatin, 2006).
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Figura 8. Vias de induccion de apoptosis. La apoptosis puede inducirse por diferentes vias,
mediante los receptores de muerte ubicados en la membrana plasmatica o por via mitocondrial.
La estimulacion de la superfamilia de los receptores de muerte CD95 o TRAIL genera la
agregacion del receptor y la union del dominio de muerte asociado a Fas y la caspasa 8. Asi la
caspasa 8 inicia la apoptosis mediante el clivaje de caspasas efectoras. La via mitocondrial inicia
a través de la liberacion de factores apoptogénicos como citocromo ¢, factor de induccion de
apoptosis (AIF) o Smac/DIABLO. La liberacion del citocromo ¢ en el citoplasma permite la
formacion del apoptosoma y el Smac/DIABLO promueve la activacion de caspasas y neutraliza
las IAP (proteinas inhibitorias de apoptosis). Las diferentes vias de induccion de apoptosis se
conectan por diferentes niveles, por ejemplo por la proteina Bid, un miembro de la familia Bcl-2.
[Tomado de Fulda Sy Debatin K. Oncogene. 2006; 25: 4798-4811].

Las vias de apoptosis mitocondrial estan regulados principalmente por los miembros de la
familia Bcl-2, que incluyen las proteinas pro-apoptoticas (BAX, BAK, BAD, BID, Bim, NOXA,
PUMA) vy antiapoptoticas (Bcl-2, Al, Bcl-xL, MCL-1, Bcl-w). La proteina P53 participa en la
respuesta al dafio del ADN (causada por radiacion UV) mediante la induccion de la expresion de
los miembros pro-apoptéticos de la familia Bcl-2. Este evento conduce a la permeabilizacion de

la membrana mitocondrial y liberacién del citocromo c. El citocromo ¢, una vez en el citoplasma
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se une a Apaf-1 activando la cascada de caspasas y finalmente causando apoptosis. Aunque la
falta de regulacion de la via intrinseca de apoptosis es la principal causa de resistencia a la
quimioterapia; la via extrinseca también se ha relacionado con quimio-resistencia, al asociar
fallas en esta via con la progresion de algunos tipos de cancer. Por ejemplo, la progresion del
melanoma con la disminucion en los receptores de muerte TRAIL-R1 y R2, que resulta

afectando la muerte celular mediada por TRAIL (Maira et al., 2012; Hasan et al., 2014)

3.1.2 Autofagia

Se ha descrito como una estrategia evolutivamente conservada para degradar las proteinas
citosolicas de vida larga y organelos, con el fin de proporcionar energia y reciclar nutrientes. La
autofagia es tipicamente un mecanismo de adaptacion al estrés en respuesta a una variedad de
estimulos, incluyendo hambre, hipoxia y estrés oxidativo que desencadenan una via de
supervivencia evitando la muerte celular (Li et al., 2016). En la terapia para el céancer la
autofagia se activa como una respuesta adaptativa para promover la supervivencia celular. Sin
embargo, el estrés sobre un cierto umbral conduce a una acumulacién masiva de vesiculas
autofagosdmicas, que pueden promover formas no apoptéticas de muerte celular. La respuesta
autofagica ha sido inicialmente caracterizada en células resistentes a la apoptosis sugiriendo que
la autofagia es una salvaguardia alternativa a la muerte celular. Sin embargo, el papel de la
autofagia como un mecanismo alternativo sigue siendo un tema controversial y no hay pruebas
estrictas de que la autofagia sea un mecanismo directo de muerte celular. Algunos estudios han
sugerido que la autofagia puede ser una adaptacién a la inanicion que genera como resultado

apoptosis o0 necroptosis (Dentron et al., 2015; Chaabane et al., 2013).
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Figura 9.Macroautofagia. La autofagia comienza con la nucleacion de una membrana de
aislamiento que secuestra material celular en una vesicula de doble membrana (autofagosoma),
para degradacion por la hidrolasa lisosomal después de su fusion con un lisosoma
(Autofagolisosoma). Reciclando asi macromoléculas esenciales durante periodos de nutrientes
limitados y para la supervivencia celular en general. El proceso de formacion del nlcleo de
autofagia es regulado por proteinas relacionadas (Atgs) y miembros anti-apoptéticos Bcl-2 (Bcl-
2 | BclxL) que pueden inhibir la autofagia mediante la unién de Beclin-1, un componente
esencial del complejo clase 111 PI3K / Vps34 requerido para la induccion de autofagia. Tomado
de Radogna y col., 2015.

Existen tres tipos de autofagia que culminan en la degradacién mediada por lisosomas: (1)
macroautofagia (denominada en lo sucesivo autofagia) es la mas estudiada y estd caracterizada
por la formacion de autofagosomas (Figura 9); (2) la microautofagia, donde el material citosolico
es absorbido directamente por el lisosoma; y (3) autofagia mediada por chaperonas (Chaabane y

col., 2013). La macroautofagia se caracteriza por la formacion del autofagosoma, una vacuola
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autofdgica de membrana doble, que secuestra proteinas citoplasméticas, mitocondrias, reticulo
endoplasmico y ribosomas para la degradacién por hidrolasas lisosomicas después de la fusion
con el lisosoma. La formacion de autofagosomas implica diferentes etapas: aislamiento de
membranas, elongacion (caracterizada por la participacion de diferentes subconjuntos de genes
relacionados con la autofagia (Atg) y proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 (Bcl-2 / Bel-xL)) y fusion
con lisosomas (figura 9) (Parzych y Klionsky, 2014). El sensor metabolico (mTOR) es un
regulador critico de la autofagia, un inhibidor del paso de inicio del montaje de autofagosoma.
Bajo condiciones nutritivas positivas, MTOR fosforila Atgl3 evitando su interaccién con un
complejo que contiene Atgl quinasas y Atgl7. Durante la inanicion, mTOR se inhibe y la union
de Atgl3 desfosforilada a Atgl desencadena el aislamiento de membranas. La nucleacion de la
vesicula esta regulada por un complejo de Beclin-1, UVRAG (gen supresor de tumores asociado
a la resistencia a la radiacion UV) y una quinasa miristilada (Vps15, o p150 en Humanos) que se
requiere para la activacion de Vps34, una clase de fosfatidilinositol 3-quinasa (P13K) para
generar PI3-fosfato. La elongacion de la vesicula es un proceso que implica dos sistemas de
conjugacion tipo ubiquitina. Primero la conjugacion covalente de Atgl2 a Atgs se produce a
través de la enzima tipo E1 Atg7 y la enzima tipo E2 Atgl0. Entonces la interaccion de la
proteasa Atg4, la enzima Atg7 y la enzima Atg3 con LC3 (el homologo de mamifero de Atg8)
induce la conjugacién lipidica de la fosfatidiletanolamina (PE) que conduce a la conversion de la
forma soluble de LC3 (denominada LC3-1) molécula asociada de la vesicula autofagica (LC3-I1).
El ditimo paso de acoplamiento y fusion del autofagosoma y lisosoma conduce a la formacion
del autofagolisosoma donde los organelos intracelulares se degradan por catepsinas lisosdmicas

(Radogna et al., 2015).
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3.1.3 Necroptosis

Otro tipo de muerte celular regulada que ha ganado interés en los Ultimos afios es la necroptosis.
Esta modalidad de muerte celular mantiene algunas caracteristicas apoptoticas, pero también
posee morfologia necrética (figura 10). Al igual que la necrosis, la necroptosis se caracteriza por
pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, citosol traslicido, hinchamiento

mitocondrial y lisis célular (Chen et al., 2016).

Necroptosis

I 2

Figura 10. Caracteristicas morfologicas de necroptosis y apoptosis en células cancerigenas. Las
celulas fueron tratadas con una droga antitumoral por 48 horas y fueron analizadas con
microscopia electronica de trasmision. La célula bajo necroptosis muestra ruptura de la
membrana plasmética y permeabilizacion, en contraste con la membrana intacta con crestas de la
celula en apoptosis (flechas rojas). La célula necroptotica presenta citoplasma inflamado vy
pseudo-vacuolas, caracteristicas ausentes en la célula apoptdtica (flechas verdes). La célula
necroptotica tiene mitocondria hinchada, en contraste con aqguellas presentes en las células
apoptoticas (flechas amarillas). La célula necroptotica también carece de nicleo condensado y
fragmentado presente en la célula apoptética (flecha azul). Tomada de Chen y col., 2016).

Al igual que la apoptosis, la necroptosis implica la formacién de complejos multi-proteina que
dan lugar a la desaparicion celular. Los receptores de muerte que suelen desencadenar apoptosis

también se asocian a necroptosis, en particular cuando se inhibe la activacion de caspasas. La
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union de un ligando a su respectivo receptor de muerte puede dar como resultado sefalizacion
pro- y anti-apoptética (por ejemplo, activacion de NF-jB). La sefializacion pro-apoptética se
caracteriza por la formacion de un complejo inductor de muerte (DISC), la activacion de la
caspasa-8 y las caspasas efectoras 3 y 7. De esta manera la caspasa-8 activa suprime la
necroptosis mediante el clivaje de las quinasas RIPK1 y RIPK3. Mientras que, la inhibicién de la
caspasa 8 inicia la necroptosis por formacién del necrosoma, un complejo que contiene las
proteinas FADD, procaspase-8, RIPK1 y RIPK3 (Figura 10). Se ha demostrado que RIPK3 es
indispensable para la formacion necrosémica y es la encargada de fosforilar la proteina tipo
quinasa de linaje mixto (MLKL) en treonina 357 y serina 358 (Philipp et al., 2016). Se han
propuesto varios mecanismos diferentes para explicar como el MLKL oligomerizado provoca la
muerte celular. El complejo formado por RIP1, RIP3 y el MLKL puede promover la activacion
del factor de fisibn mitocondrial, relacionado con la dindmica proteina 1 (Drpl), y activa su
actividad de GTPasa para la fision mitocondrial y la muerte celular. También se ha sugerido que
la MLK oligomerizada puede promover la afluencia de calcio a través de la proteina TRPM7 del
canal de calcio o afluencia de sodio, para promover la muerte celular (Chen et al., 2016). Se ha
demostrado que el fendbmeno de la necroptosis se produce s6lo cuando se presenta Inhibicion
farmacoldgica o ablacion genética de la via apoptdtica, lo que sugiere que la necroptosis es
inducida como una alternativa para asegurar la muerte celular cuando la apoptosis falla

(Vandenabeele et al., 2010; Radogna et al., 2015).
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Figura 11. La via molecular de la necroptosis desencadenada por la familia de receptores de
muerte. Tras la inhibicion de caspasa-8, la necroptosis se inicia por la formacion del necrosoma y
subsiguiente fosforilacién de la quinasa MLKL. La necroptosis puede ser inhibida por farmacos
como necrostatina 1 (NEC1s) y necrosulfonamida (NSA). Tomado de Philipp y col., 2016.

La importancia de los mecanismos de MCP en la homeostasis celular y la eliminacion de las
células defectuosas, demuestra su pertinencia en el desarrollo de farmacos antitumorales que
eliminen o limiten la supervivencia de los tejidos malignos. Este sentido, en el presente estudio
fueron escogidos tres compuestos hibridos de THQ-isozaxoles que presentaron los mejores
efectos citotoxicos en tres lineas celulares especificas, y fue determinado el mecanismo de

muerte que desencadena su efecto citotdxico.
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3.2 compuesto hibrido 3c en células de carcinoma cervical humano (Hela) (P

N
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3.2.1 materiales y métodos b ,
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3.2.1.1 Determinacion de la viabilidad por el método de reduccion de MTT

El efecto del compuesto hibrido de THQ-isoxazoles 3c sobre la viabilidad de las células HelLa se
realizd mediante la reduccion de la sal de tetrazolio MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol) ~ (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, USA). Se depositaron 1x10*
células/pozo (HelLa) en una placa de 96 pozos y fueron mantenidas durante 24 horas a 37°C en
atmosfera de CO, al 5%. A continuacion, las células fueron tratadas con diversas
concentraciones del compuesto hibrido (5, 25, 50 y 100 pM) por 12, 24, 48 y 72 horas.
Posteriormente, se reemplazd el medio de cultivo por 200 pL de MTT (0,5 mg/mL) se mantuvo
en incubacion por 3 horas a 37°C. Finalmente los cristales de formazan formados, fueron

disueltos en dimetilsulfoxido (DMSO) y se midid la absorbancia a 580 nm (Mosmann, 1983).
3.2.1.2 Determinacion de la proliferacién por el método con cristal violeta.

El efecto del compuesto hibrido 3c sobre la proliferacion celular se determind mediante el
método de cristal violeta. Las células HeLa fueron depositadas (5x10° células/pozo) en una placa
de 96 por 24 horas a 37°C. Luego de la incubacion, las células fueron tratadas con el compuesto
hibrido 3c en las concentraciones de 5 y 25 UM durante 48 horas. A continuacion, las células
fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS tampdén compuesto por NaCl (680,0 mM, KCI
13,40 mM, y Na;HPO,4 40,50 mM), fijadas con metanol durante 10 minutos y posteriormente
incubadas con 50 pL de solucion de cristal violeta (0,02% p/v disuelto en etanol al 2% viv)

durante 5 minutos. A continuacion, las células fueron lavadas 10 veces con PBS y enseguida se
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solubilizé el contenido de cada pozo con 200 pL de citrato de sodio (0,05 M). La lectura de la

absorbancia fue realizada a 550 nm (Kueng et al., 1989).
3.2.1.3 Liberacion de Citocromo C.

Se incubaron 1x10° células HeLa en una caja de Petri de 6 cm de didmetro durante 24 horas y
enseguida se trataron con el compuesto 3c en la concentracién de 25 pM durante 12 horas.
Posteriormente, las células tripsinizadas se centrifugaron y se lavaron con PBS, manteniendo un
volumen de 1mL. Una alicuota de 30 pL del precipitado disuelto fue separada para la
cuantificacion de la proteina por el método de Bradford (Bradford, 1976). La solucion restante
del precipitado obtenido, fue centrifugada a 4500 xg durante 15 minutos. Posteriormente el
precipitado fue resuspendido en 1mL de solucién TRIS en HCI 85,6 mM a un pH de 7,2, EDTA
7,89 mM vy sacarosa 0,146 mM junto con digitonina 10 pM y fue llevado a incubacion por 30
min a 4°C. Pasado el tiempo de incubacidn, la suspension celular fue centrifugada a 10000 x g
durante 30 minutos, el sobrenadante fue filtrado con la ayuda de una membrana de poliestireno
con diametro de poro de 200 nm y se determind su absorbancia a 414 nm. Finalmente se calcul6

la concentracion de citocromo c liberado.(Appaix et al., 2000)
3.2.1.3 Analisis de dafio del ADN

Las células HelLa (5x10°) fueron depositadas en cajas de Petri de 6 cm de diametro durante 12
horas para total adherencia, a continuacion las placas fueron tratadas con el compuesto 3c en la
concentracion de 25 pPM durante 24 y 48 horas. Posterior al tratamiento, las células fueron
lavadas con PBS, soltadas con raspador y el ADN fue extraido mediante el kit de deteccion de la
escalera de ADN ApoTarget de Invitrogen Corporation (Camarillo, CA, USA), de acuerdo a

instrucciones de manufactura. Finalmente, las muestras de ADN fueron separadas
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electroforéticamente en un gel de agarosa al 1% a 300 mA, 12 V/cm por 40 minutos a 25°C. Se

usé tratamiento con camptotecina por 5 horas a 37°C como control positivo.
3.2.1.4 Analisis morfoldgico.

Células HelLa (1x10° células/pozo) fueron sembradas en placas de 12 pozos e incubadas con
atmosfera de 5% CO, a 37 °C por 24 h. Después de la adhesion, las células fueron tratadas con la
ICs0 del hibrido 3c durante 48 h. Posterior al tiempo de tratamiento, las células fueron fijadas con
etanol por 5 minutos a temperatura ambiente y tefiidas con hematoxilina y eosina. Los cambios

morfoldgicos fueron examinados con un microscopio invertido Prisma Vert Zeiss.
3.2.1.5 Analisis estadistico.

Se realizd el andlisis estadistico ANOVA, de cada conjunto de datos, seguido de un test de
comparaciones multiples de Tukey, que consiste en comparar las desviaciones obtenidas desde el
ANOVA, para asi determinar que medias tienen diferencias significativas con relacion al
promedio y la desviacion estandar. Para este andlisis, se empled el programa STATISTICA

8.0.550 con valores de p< 0,05.

3.2.2 Resultados

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en el presente estudio, sin realizar

comparaciones con los datos disponibles en la literatura.
3.2.2.1 El compuesto hibrido 3c afecta la viabilidad de células HeL a.

La prueba de MTT es un ensayo colorimétrico basado en la reduccion del colorante de tetrazolio

(Bromuro de  3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) (MTT)) por parte de las



53
NUEVOS HIBRIDO CON ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

deshidrogenasas presentes en las células metabdlicamente activas, produciendo cristales de
formazan que pueden ser solubilizados con DMSO vy detectados a 580 nm. La cantidad de células

vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido (Reilly et al., 1998).

El compuesto hibrido 3c fue evaluado mediante el método de MTT por 12, 24, 48 y 72 horas
de tratamiento, usando las concentraciones de 5, 25, 50 y 100 puM. La viabilidad celular se
presenta como porcentaje en relacion al control (Figura 12). Los resultados obtenidos muestran
que el compuesto 3c presenta un efecto dependiente de la dosis y del tiempo. En un periodo de
12 h, la concentracion 50 pM generd reduccion de ~20% en la viabilidad celular, y al doblar el
tiempo de tratamiento, provoca la misma reduccion con 25 pM. Asimismo, una concentracion
baja (25 uM), después de 48 y 72 h, fue capaz de disminuir la viabilidad celular en ~38 y 45%,
respectivamente; y una concentracion alta (100 pM) después de 48 h de tratamiento genero

~80% de reduccién en la viabilidad de las células Hela.

Por su parte, la tabla 2 muestra las concentraciones citotdxicas 50 (CCsp) del compuesto 3c en
los diferentes tiempos evaluados. Los resultados obtenidos confirman la dependencia del efecto
con respecto al tiempo de tratamiento. Aunque la CCso a 12 h es evidentemente alta, es posible
observar la disminucion gradual en esta concentracion de ~41% en cada tiempo evaluado, y

mayores reducciones de ésta en 24 y 72 h de tratamiento.
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Figura 12. Efecto del compuesto 3c sobre la viabilidad de células HelLa a 12, 24, 48 y 72 horas
de tratamiento. Los valores representan la media + DS del porcentaje de las células viables con
respecto al control (los datos representan minimo dos experimentos independientes, cada uno por
triplicado). Diferencias significativas (p<0,05) fueron encontradas en 24 h de tratamiento (50 y
100 pM); y en 48 'y 72 horas de tratamiento. (25, 50 y 100 uM).

Tabla 2. Efecto del compuesto 3c sobre la viabilidad de células

Tiempo de tratamiento CCso UM
(horas)
12 >100
24 51,1+49
48 38,0+ 10,8
72 19,7+ 2,7

También, se determind el efecto del compuesto sobre la viabilidad celular usando cristal
violeta, un compuesto que atraviesa la membrana de las células viables. Las células plagueadas
fueron tratadas con soluciones 5 y 25 UM del compuesto 3c por 48 horas. El efecto sobre la

viabilidad celular se observa en la figura 13, donde puede observarse que este compuesto genera
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una disminucion en el nimero de células con respecto al control para las concentraciones de 5 y

25 UM, del 39,1y 69,5% respectivamente.

Compuesto 3c

Numero de células Hela

0 T T 1
0 10 20 30

Concentracion uM

Figura 13. Efecto del compuesto hibrido 3c sobre la viabilidad de la linea celular HelLa. Las
células fueron tratadas con el hibrido 3c durante 48 horas con las concentraciones de 5 y 25 YM.
Diferencias  estadisticamente  significativas  (p<0,05) fueron encontradas para las dos
concentraciones evaluadas.

3.2.2.2 EI compuesto hibrido 3c altera la morfologia celular, induciendo apoptosis en las
células HelLa.

Con el objetivo de relacionar el efecto citotoxico y la induccion de apoptosis o necrosis, se

realizd un analisis morfologico usando la tincion de hematoxicilina y eosina del compuesto 3c

sobre la linea tumoral HelLa, tomando la concentracion del 1Cso por 48 horas de tratamiento. La

figura 14 muestra las células Hela sin tratamiento que presentan una morfologia tipica adherente

con formacion de monocapa; mientras que en las células tratadas con el hibrido 3c se puede

observar pérdida de contacto con las células adyacentes, reduccion del volumen celular,
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presencia de pseudo-vacuolas, aparicion de surcos en la membrana plasmatica que sugieren su

desestabilizacion y la formacion de cuerpos apoptaticos.

Figura 14. Efecto del compuesto 3c sobre la morfologia de las células tumorales Hela. Las
células fueron incubadas durante 48 horas con la CCsq y tefiidas con hematoxicilina y eosina. Las
imagenes se adquirieron con un microscopio invertido Prisma Vert Zeiss con objetivo de 40x.
Células sin tratamiento (a). Tratamiento con 3c a 34,5 uM.
3.2.2.3 EI compuesto hibrido 3c induce la liberacion de citocromo c y la fragmentacién de
ADN en células HeLa.
Con el fin de entender mejor el mecanismo de muerte celular inducido por el hibrido 3c, se
establecié un periodo de tratamiento y una concentracion (12 h, 25 UM) que no generara efecto
citotdxico significativo sobre las células (Figura 12); y se evalud la liberacién de citocromo c, tal
como se describid en la seccion de materiales y métodos. La figura 15 evidencié un incremento

de aproximadamente 380% con relacion al control, de la concentracion de citocromo c liberado

al citoplasma, después del tratamiento con el compuesto 3c.
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Figura 15. Efecto del hibrido 3c sobre la liberacién de citocromo c. Los datos se muestran como
el porcentaje con respecto al control (100%) de tres experimentos independientes. El control
(100%) corresponde a 0,52 nmol de citocromo c liberado min mg* de proteina total. * p<0,05.
Ademés, se realizd la extraccion de ADN de células HelLa tratadas con el hibrido 3c en la
concentracion de 25 pM, en diferentes periodos de tratamiento (24 y 48 h) que permitieran
obtener la mayor cantidad de células en proceso de MCP. La figura 16 muestra el patrdon de
separacion del ADN extraido, el carril 1 muestra solo una banda que corresponde al ADN de las
células HelLa sin tratamiento, los carriles 2 y 3, corresponden al tratamiento realizado durante 24
y 48 horas respectivamente, presentan el patron de ruptura de ADN en fragmentos mdltiplos de

300pb, formando la denominada escalera de ADN. Estos datos sugieren que el compuesto

hibrido 3c induce apoptosis en las células HelLa, mediante la via mitocondrial intrinseca.



58
NUEVOS HIBRIDO CON ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

Figura 16. Efecto del compuesto 3c sobre la fragmentacion de ADN. Las células HelLa fueron
tratadas con el compuesto 3c (25 pM) durante 24 y 48 horas de tratamiento. M) marcados de
peso molecular. 1 ADN extraido de las células sin tratamiento. 2 células tratadas con 3c durante
24 horas. 3 células tratadas con 3c durante 48 horas. 4 camptotecina 10 pM durante 5 horas de
tratamiento.

3.2.3 Discusioén

Los compuestos hibridos constituyen una alternativa en el desarrollo de farmacos que permite
obtener mayores efectos benéficos (Dasari et al., 2015; Marchetti et al., 2016). En este sentido,
los derivados de las THQ e isozaxoles han reportado un amplio rango de propiedades bioldgicas,
que incluyen: antiinflamatorios,  anti-arritmicos,  supresores  inmunolégicos,  antivirales,
antituberculosis, antioxidantes (Hou et al., 2013; Rudenko et al., 2014), antifingicas,
antibacteriales, anticonvulsivas, antidepresivas y antitumorales (Chauhan et al., 2012;

Palanisamy et al., 2013). A continuacion se discuten los resultados obtenidos en el analisis de la
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actividad citotoxica del compuesto hibrido 3c en células HelLa y el estudio del mecanismo de

muerte que desencadena el efecto citotdxico.

El andlisis de MTT mostré que el compuesto hibrido 3c presenta efecto citotoxico sobre la
linea tumoral HelLa y se establecié la CCso de 19,7 £ 2,7 UM para 72 h de tratamiento. Ademas,
en un periodo de 48 horas el hibrido 3c, a baja concentracion (5 uM), fue capaz de disminuir la
proliferacién celular en 40%. Estos resultados son consistentes con aquellos reportados por otros
autores, donde manifiestan el efecto de derivados de THQ y/o isozaxoles sobre la viabilidad y
proliferacion en células HeLa (Liu et al., 2006; Kouznetsov et al., 2010; Palanisamy et al.,
2013). Esto sugiere la potencial importancia de este compuesto al inducir mecanismos de muerte
celular y controlar el crecimiento y expansion del cancer, manteniendo la enfermedad en el

mismo estadio.

Con el objetivo de conocer el mecanismo de muerte, se usaron diferentes métodos basados en
caracteristicas morfologicas y bioquimicas, que permitieran explicar el efecto citotoxico
presentado por este hibrido. Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con el
compuesto, generd evidente liberacion del citocromo c, lo cual sugiere que este compuesto
hibrido podria activar el proceso apoptético por via intrinseca. Teniendo en cuenta que el
proceso apoptético por via intrinseca presenta el rol decisivo de la mitocondria mediante el
efecto de los factores pro-apoptéticos como Bax o Bid, que permiten la liberacion del citocromo
c al citoplasma, la union a Apaf-1 y la activacion de la caspasa 9 que entonces propaga la
cascada proteolitica mediante la activacion de las caspasas efectoras 3, 6 y 7. Igualmente, el
analisis morfologico mostr6 caracteristicas de MCP por apoptosis, relacionadas con contraccion
celular, pérdida de contacto con la matriz y formacion de surcos en la membrana (Figura 14B).

En este sentido, estd reportado que estas caracteristicas morfoldgicas son el resultado de la
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accion de las caspasas que clivan muchos de los constituyentes del citoesqueleto, permitiendo la
separacion celular y la formacién de surcos en la membrana, como consecuencia de la
contraccion de la actina cortical que empuja el citosol contra otras areas de la corteza celular y
genera las ampollas en el citoesqueleto debilitado (Elmore, 2007; Hacker, 2000; Hengartner,

2000).

Igualmente, en nuestros resultados se observd que el tratamiento con el compuesto 3¢ 25 UM
por 48 h, genero el patron de ruptura de ADN en fragmentos mdltiplos de 300pb, formando la
denominada escalera de ADN (Figura 16). Esta constituye una caracteristica tipica del
mecanismo de muerte por via apoptdtica y se considera que la presencia de este patron de ruptura
de ADN es un evento clave en el desarrollo de la apoptosis y constituye un fuerte indicativo de la
presencia de este proceso (Elmore, 2007). Finalmente, en el analisis morfoldgico realizado fue
posible observar la presencia de cuerpos apoptdticos (Figura 14), que de acuerdo a las fases
reportadas para el proceso de MCP por apoptosis, constituyen los depdsitos donde son
empacados los fragmentos de nlcleo, organelos y citoplasma, para ser fagocitados por los

macrofagos (Su et al., 2015).

Consistente con los resultados obtenidos para el compuesto 3c, otros compuestos con efecto
citotoxico, como la antraquinona de origen natural emodin y la flavona natural eupatorin inducen

apoptosis en células HelLa por via intrinseca (Lee et al., 2016; Yaoxian et al., 2013).
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(P~
3.3 Compuesto hibrido 3j en células carcinoma pulmonar humano (A549) m

9
3.3.1 Materiales y métodos

3.3.1.1 Determinacion de la viabilidad por el método de reduccién de MTT.

El efecto del compuesto hibrido 3J sobre la viabilidad de las células A549 se realizd mediante la
reduccion de la sal de tetrazolio MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)- 2,5-difeniltetrazol)
(Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, USA). Las células A549 fueron depositadas 7.5x10°
células/pozo, en una placa de 96 pozos e incubadas durante 24 horas a 37°C en atmosfera de CO»
al 5%. A continuacion, las células fueron tratadas con diversas concentraciones del compuesto
hibrido 3J (5, 25, 50 y 100 pM) por 12, 24 y 48 horas. Posteriormente, se reemplazé el medio de
cultivo por 200 pL de MTT (0,5 mg/mL) se mantuvo en incubacién por 3 horas a 37°C.
Finalmente los cristales de formazan fueron disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) y se midié la

absorbancia a 580 nm (Reilly et al., 1998).

3.3.1.2 Determinacion de la proliferacidon por el método con cristal violeta.

El efecto del compuesto hibrido 3J sobre la proliferacion celular se determindG mediante el
método de cristal violeta. Las células A549 fueron depositadas 5x10° células/pozo (A549) en
placas de 96 por 24 horas a 37°C. Luego de la incubacion, las células fueron tratadas con el
compuesto hibrido 3J en la concentracién de 5 M durante 24, 48 y 72 horas. A continuacion, las
células fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS tampon compuesto por NaCl (680,0 mM,
KCI 13,40 mM, y NaHPO, 40,50 mM), fijadas con metanol durante 10 minutos y
posteriormente incubadas con 50 pL de solucion de cristal violeta (0,02% p/v disuelto en etanol

2% vIV) durante 5 minutos. A continuacion, las células fueron lavadas 10 veces con PBS y
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enseguida se solubiliz el contenido de cada pozo con 200 pL de citrato de sodio (0,05 M). La

lectura de la absorbancia fue realizada a 550 nm (Kueng et al., 1989).
3.3.1.3 Analisis morfoldgico

Células 549 (1x10° células/pozo) fueron sembradas en placas de 12 pozos y mantenidas con
atmosfera de 5% de CO, a 37 °C por 24 h. Después de la adhesion, las células fueron tratadas
con la concentracion 25 pM del compuesto 3J durante 24 h. Posterior al tiempo de tratamiento,
las células fueron fijadas con etanol por 5 minutos a temperatura ambiente y teflidas con
hematoxilina y eosina. Los cambios morfologicos fueron examinados con un microscopio

invertido Prisma Vert Zeiss.
3.3.1.4 Medida intracelular de especies reactivas de oxigeno

La medida mtracelular de especies reactivas de oxigeno se realizd por el método de 2°,7'-
diclorofiuoresceina-diacetato (DFCH-DA). Las células A549 fueron depositadas (1,5x10* células
por pozo) en una placa de 96 pozos durante 24 horas, hasta adhesion total. Posteriormente, las
células fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS) dos veces e incubadas por treinta minutos
con una solucion de DFCA 50 pM diluido en PBS. A continuacion, las células fueron lavadas
nuevamente con PBS y se realizd el tratamiento con el compuesto 3J a 16,9 y 25 uM, se usé
como control positivo perdxido de hidrogeno 400 pM. Enseguida se midid la fluorescencia, a
485 nm de longitud de onda de excitacion y 525 nm de longitud de onda de emision, usando un

lector Varioskan Flash (Lebel et al., 1992).
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3.3.1.5 Medida de lipoperoxidacion de membrana

Se depositaron 1,3 x 10° células (A549) en placas de 6 pozos durante 24 horas. Posteriormente,
las células fueron tratadas con una solucién 25 pPM del compuesto 3J durante 24 horas. A
continuacion, las células fueron lavadas con PBS, soltadas con raspador y sonicadas por dos
minutos. En seguida, alicuotas de 250 pL se mezclaron con 150 pL de dodecilsulfato sodico
(SDS) 7% y 1,5 mL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,67% (preparado en HCI 0,0667 M en
oscuridad). En seguida, las muestras se agitaron e incubaron a 95 °C por 1h, se enfriaron en bafio
de hielo y se mezclaron con 2 mL de butanol. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 4000 g
por 10 minutos y la fluorescencia de la fase orgénica fue determinada con 520 nm de excitacidn

y 553 nm de emision (Ohkawa et al., 1979).

3.3.1.6 Potencial de membrana mitocondrial (Ay)

Las células A549 (8x10* células/pozo) fueron sembradas en placas de 6 pozos durante 24 horas
hasta total adherencia, e incubadas con el compuesto hibrido 3j a la concentracién de 25 UM por
24 horas. Posteriormente, las células se soltaron con tripsina, se lavaron dos veces con PBS vy se
incubaron en medio que contenia rodamina 1,0 pg/mL a 37°C por 15 minutos en oscuridad.
Después del tratamiento las células fueron lavadas, re-suspendidas en PBS y mantenidas por 30
minutos en oscuridad. Finalmente, las muestras fueron analizadas por citometria de flujo en un
equipo FACSCanto Il (BD Biosciences) y los datos presentados mediante el programa flowing
software news cannel, version 2.5.1. Un total de 30000 eventos fueron analizados por

experimento (Cury-Boaventura et al., 2004).
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3.3.1.7 Induccion de apoptosis -Anexina V/ sytox

La induccion de apoptosis o necrosis fue determinada por citometria de flujo en un equipo BD
FacsCanto 1l, mediante el kit APC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit with APC Annexin V
and SYTOX Green (Invitrogen). Las células A549 fueron depositadas en placas de 6 pozos
(1x10° células/pozo) por 24 horas hasta total adherencia, y enseguida fueron tratadas con el
compuesto hibrido 3j (25 pM) por 24 horas. Posteriormente, las células fueron tripsinizadas e
incubadas con 5 YL de APC anexina y 1 L de sytox, por cada 100 pL de suspension celular,
durante 15 minutos a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,. Después del periodo de incubacion
las células fueron conservadas en hielo, examinadas por citometria de flujo y los datos
analizados mediante flowing software news cannel, version 2.5.1. Un total de 30000 eventos

fueron analizados por experimento (Vermes et al., 1995).
3.3.2 Resultados

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en el presente estudio, sin realizar

comparaciones con los datos disponibles en la literatura.

3.3.2.1 El compuesto hibrido 3j afecta la viabilidad y proliferacion de células A549

La figura 17 presenta el efecto del compuesto 3j sobre la viabilidad de las células A549 después
de 12, 24 y 48 horas de tratamiento. Los resultados obtenidos con el ensayo de MTT, muestran
que el compuesto 3j presenta un efecto dependiente de la dosis y del tiempo, donde la actividad
citotdxica mas pronunciada se observa después de 48 horas de aplicacién. En una concentracion
baja (25 pM) en 12 h de tratamiento no se presenta efecto citotoxico significativo, pero después
de 24 y 48 h de tratamiento se observa disminucion en 20 y 60% en la viabilidad celular.

Asimismo, en la concentraciébn més alta (100 pM), después de 48 h de incubacion se presenta
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disminucién de 80% en la viabilidad de las células Hela testeadas. La tabla 3 presenta las
concentraciones del hibrido 3j que disminuyen en 50% la viabilidad de las células A549, para 48

horas de tratamiento la CCsq fue 16,9 + 6,4 uM y para 12 y 24 horas fue >100 uM.

Compuesto 3J
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Figura 17. Efecto del compuesto hibrido 3j sobre la viabilidad de células A549 a 12, 24 y 48
horas de tratamiento. Los valores representan la media + DS del porcentaje de células viables en
comparacion con el control (los datos representan minimo dos experimentos independientes,
cada uno por triplicado). Diferencias significativas (p<0,05) fueron encontradas en los
porcentajes de viabilidad de las concentraciones de 50 y 100 pM para 12 horas, en las
concentraciones de 25, 50 y 100 para 24 horas y en todas las concentraciones evaluadas para 48
horas de tratamiento.

Tabla 3. Valores de CC50 del compuesto hibrido 3j con respecto al tiempo

Tiempo de tratamiento CCso uM
(horas)
12 >100
24 >100

48 169+6,4
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Igualmente, se determind el efecto de bajas concentraciones de compuesto hibrido 3j, sin
efecto citotdxico significativo, sobre la proliferacion celular. Las células fueron tratadas con 5
UM del compuesto 3j por 48 horas. El efecto sobre la proliferacion celular del compuesto 3j se
presenta en la figura 18, donde puede observarse que inhibe la proliferacion en 53% con respecto
al control, después de 48 h de tratamiento. Esto demuestra que el compuesto hibrido 3j, en bajas
concentraciones, afecta la viabilidad y proliferacion de ceélulas de adenocarcinoma de pulmon

(A549).

Efecto sobre la proliferacién celular
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Figura 18. Efecto de compuesto hibrido 3J [25 pM] sobre la proliferacion de células A549

mediante el método de cristal violeta. Los valores representan la media £ DS del ndmero de

células viables en comparacion con el control (los datos presentan minimo dos experimentos

independientes, cada uno por triplicado). *** representa diferencias significativas (p<0,001).
3.3.2.2 El compuesto hibrido 3j altera la morfologia celular, induciendo diferentes
mecanismos de muerte en las células A549.

Con el objetivo de conocer el mecanismo de muerte que genera el efecto citotoxico presentado

por el compuesto 3j, se realizd un andlisis morfoldgico usando tincion de hematoxicilina y

eosina. La figura 19 contiene las imagenes de las células tomadas como control y las células
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tratadas con la concentracion de 25 pM por 24 h. La figura 19A presenta las células A549 sin
tratamiento, donde es posible observar la morfologia tipica adherente con formacion de
monocapa. Por su parte, en las células tratadas con el hibrido 3j (figura 19B, 19C) se puede
observar tres patrones morfologicos diferentes. En el primero, se observa un grupo de células que
presentan pérdida de contacto con las células adyacentes, reduccion del volumen celular,
aparicion de surcos en la membrana plasmatica y cuerpos apoptoticos (flechas azules). En el
segundo, es posible ver células que presentan aumento del volumen celular, ruptura de la
membrana plasmatica y condensacion de cromatina (flechas rojas). En el tercero, (figura 19C) es
posible observar gran acumulacién de pseudo-vacuolas de doble membrana (flechas negras).
Estos patrones morfologicos sugieren que el compuesto hibrido 3j ejerce su efecto citotoxico al

inducir diferentes mecanismos de muerte como apoptosis, necrosis y autofagia.
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Figura 19. Efecto del compuesto 3j sobre la morfologia de las células tumorales A549 incubadas
durante 24 horas. Las imégenes fueron tomadas con un microscopio invertido Prisma Vert Zeiss,
con el objetivo 40x. A) Células sin tratamiento, B) células tratadas con 3j a 25 pM, C) células
tratadas con 3j a 25 M.
3.3.2.3 El compuesto hibrido 3j aumenta los niveles de especies reactivas de oxigeno sin
generar lipoperoxidacién, ni cambios en el potencial de membrana.
Con el fin elucidar el mecanismo de muerte celular inducido por el hibrido 3j, se determind la
generacion de ERO por analisis fluorométrico usando el método de DFCH-DA, usando H,O;
(400 pM) como control positivo del ensayo. El compuesto 3J mostr6 un aumento exponencial de
las ERO en funcion del tiempo hasta ~60 minutos, posteriormente se observd una tendencia a

estabilizarse hasta los 240 minutos de monitoreo del ensayo (Figura 20). Este comportamiento se

observd para las dos concentraciones evaluadas (16,9 y 25 uM) y para el control positivo. Con la
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concentracion mas alta se observd un ligero aumento en el porcentaje de fluorescencia que no

alcanzo los niveles presentados por el control positivo, que superaron el 200%.

Medida intracelular de ERO
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Figura 20. Aumento de especies reactivas de oxigeno (ERO) después del tratamiento con el
compuesto hibrido 3J. . Las células A549 fueron pre-tratadas con DCFH-DA disuelto en PBS,
tratadas con el compuesto hibrido 3j (16,9 y 25 pM) vy la lectura de la fluorescencia se realizd
durante 240 minutos. Los experimentos representan la media + DS del triplicado de tres
experimentos independientes. ElI compuesto 3J (16,9 y 25 uM) y el H,O, (400 pM) presentan
diferencias significativas con respecto al control p<0,001.

Posteriormente, se determind si el aumento en las ERO inducido por el compuesto hibrido
provocaban lipoperoxidacion o degradacion oxidativa de los lipidos de las membranas celulares,
mediante el ensayo de TBARS. La figura 21 muestra que el efecto del hibrido 3J no genera
niveles significativos de malondialdehido (MDA)/ mg de proteina, con respecto a los niveles

observados para el control.
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Figura 21. Efecto del compuesto hibrido 3J sobre la lipoperoxidacion en células tumorales
A549. La figura presenta el porcentaje de malondialdehido por mg de proteina, determinado
mediante el método de TBARS. Los resultados representan la media = DS del triplicado de tres
experimentos independientes. No se presentaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control. El 100% corresponde a 15,56 nmol MDA/mg de proteina.

Mediante citometria de flujo se determind el efecto del compuesto 3J sobre el potencial de
membrana mitocondrial usando rodamina (Rho-123). En la figura 22 es posible observar que
doxorubicina (1,5 pM), tomada como control positivo del experimento, afecta el potencial

mitocondrial; mientras que el hibrido no genera despolarizacion mitocondrial en las células

A549, al no incorporar Rho-123 después de 24 h de tratamiento.
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Figura 22. Efecto del compuesto hibrido 3J sobre el potencial de membrana mitocondrial. Los
resultados se obtuvieron mediante citometria de flujo después de 24 h de tratamiento. A) Control.
B) Doxorubicina 1,5 pM. C) Compuesto hibrido 3J (25 uM). Se analizd un total de 30000
eventos en cada experimento. * representa diferencias significativas p<0,05.
3.3.2.4 El compuesto hibrido 3J genera externalizacion de fosfatidilserina.

Las células A549 tratadas con el compuesto hibrido 3J (25 y 50 pM) durante 24 horas, fueron
evaluadas por citometria de flujo con Anexina V y sytox. La anexina V es una proteina
recombinante que se une a la fosfatidilserina, un lipido que se expresa en la membrana de las
células en apoptosis, y el sytox es un colorante impermeable a las membranas celulares que se
une al ADN y es dependiente de la permeabilidad de membrana que se presenta en las fases
tardias de apoptosis 0 necrosis. Las figura 23A y 23B presentan los resultados obtenidos para las
células A549 sin tratamiento y el farmaco doxorubicina, tomado como control positivo. La figura
23C presenta los resultados obtenidos para el tratamiento 25 pM, donde es posible observar
eventos en los cuatro cuadrantes. Sin embargo, en ninguno de los casos se observan diferencias
significativas con respecto al control, por ello se realizd el ensayo con una concentracion alta 50
UM vy los resultados se presentan en la figura 23D, donde se observa el aumento significativo de
5,6% en las células marcadas con Anexina V (+)/Sytox (+) y de 11,38% en las células marcadas

con Anexina V (-)/Sytox (+). Lo anterior indica que el tratamiento con el hibrido 3J 50 puMm

genera mecanismos de muerte celular relacionados con apoptosis tardia y necrosis.
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Figura 23. Efecto del compuesto hibrido 3j sobre células A549 tratadas con Anexina V' y Sytox.
Las células A549 fueron tratadas durante 24 horas. A) Control, B) Doxorubicina 1,5 pM, C) 3j
25 uM, D) 3j 50 pM. Las figuras representan un dot-blot con diferentes poblaciones de células:
cuadrante inferior izquierdo= células normales; cuadrante inferior derecho= células en apoptosis
temprana; cuadrante superior derecho= células en apoptosis tardia; cuadrante superior izquierdo=
células necroticas. *** Representa diferencias estadisticamente significativas p<0,01.

3.3.3 Discusioén

El cancer de pulmon es una de las causas de muerte por cancer mas frecuente, y en parte, esto es
producto del desarrollo de resistencia a los medicamentos disponibles. A pesar de la
investigacion exhaustiva sobre mecanismos de resistencia, ain no se conoce el ajuste correcto

para un tratamiento eficiente (Rosell et al., 2013). Los compuestos hibridos de THQ-isozaxoles
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presentaron actividad citotoxica en células de adenocarcinoma de pulmén (A549), lo que lo
convierte en un compuesto promisorio para este tipo de cancer. A continuacion se discuten los
resultados obtenidos en los analisis de citotoxicidad, proliferacion, y estudio del mecanismo de

muerte del compuesto hibrido 3J en células A549.

El analisis de MTT mostr6 que el compuesto hibrido 3J 25 pM después de 48 h de
tratamiento, fue capaz de disminuir en 60% la viabilidad de las células A549 y con una
concentracion no citotoxica (5 pM) inhibio la proliferacion celular en 50%. Estos resultados
demuestran que el hibrido 3J afecta la viabilidad y proliferacion de células A549. Esto sugiere la
potencial importancia de este compuesto en el tratamiento del cancer pulmonar y pone de
manifiesto la importancia de estudiar el mecanismo de MCP que desencadena su efecto

citotoxico.

El analisis morfoldgico del efecto del compuesto 3J sobre las células A549 (Figura 19),
mostrd diferentes caracteristicas que sugieren la co-existencia de varios tipos de MCP, apoptosis,
necrosis y autofagia. Se ha establecido que los procesos de muerte celular programada encierran
la compleja interaccion entre apoptosis, autofagia y necroptosis. En algunos casos un estimulo
desencadena un tipo de MCP pero en otras situaciones, el mismo estimulo puede iniciar
multiples procesos de muerte, y diferentes mecanismos pueden co-existir e interactuar dentro de

una célula, pero finalmente uno de éstos se convierte en dominante (Su et al., 2015).

En este sentido, se establecid mediante el ensayo de DCFH-DA, que el hibrido 3J genera la
formacion de ERO (Figura 20), cuya presencia se ha relacionado con la induccién de los tres
tipos de MCP descritas en este este trabajo (Simén et al., 2000; Navarro et al., 2014; Fulda,

2016). Lo cual, podria sugerir que el aumento en las ERO, generado por el hibrido, podria
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inducir apoptosis por via extrinseca, teniendo en cuenta que no se gener0 efecto sobre el
potencial de membrana mitocondrial (Figura 21). Lo cual se relaciona con la co-existencia de
varios tipos de MCP, conociendo que los miembros de la familia del factor de necrosis tumoral
(TNF) TNF-a, Ligando FAS y (TRAIL), encargados de generar apoptosis por via extrinseca,
también puede generar necroptosis al ser activados por el aumento en las ERO (Chen et al.,
2016), y el dominio de muerte asociado a FAS (FADD) en células epiteliales induce muerte
celular con altos niveles de autofagia, principalmente cuando la apoptosis esta bloqueada
(Chaabone et al., 2013). Ademas, que el hibrido genere mecanismos de MCP por via extrinseca
genera gran interés, teniendo en cuenta que actualmente hay interés en dirigir los mecanismos de
muerte hacia la via extrinseca con el fin de eludir la resistencia a las drogas; conociendo que los
pacientes que no responden a la quimioterapia presentan defectos en p53 y disfunciones en la via
intrinseca de apoptosis, lo cual es comprensible conociendo que p53 activa proteinas como
PUMA, NOXA, Bax y Bak, las cuales estdn encargadas de formar poros en la membrana
mitocondrial que permiten la liberacion de proteinas pro-apoptoticas y la induccion de muerte

por via mitocondrial (Maslon & Hupp, 2010).

Estos resultados son coherentes con los reportes recientes de compuestos que generan efecto
citotoxico por varios mecanismos de MCP mediada por la generacion de ERO. Entre estos, el
producto natural rasfonina en la linea tumoral de rifion ACHN, se establecio que induce
simultineamente  diversos mecanismos de MCP necroptosis, autofagia y apoptosis (Sun et al.,
2016). Igualmente, la columbianadin (CBN) extraida de la planta medicinal de origen japonés
Angelica pubescens, en la linea de cancer de colon HCT116, induce apoptosis en bajas

concentraciones y necroptosis en altas concentraciones. Los autores manifiestan que el estrés
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oxidativo generado por el compuesto en parte es el responsable de activar estos dos tipos de

MCP (Kang et al., 2016).

De la misma forma, los datos obtenidos en los analisis de Anexina/sytox muestran que el
5,56% de las células tratadas con el hibrido 3J (50 pM) fueron marcadas con anexina V +/ sytox
+, un marcador de apoptosis y el 11,38% en la poblacion marcada con anexina V -/ sytox +.
Estos resultados y el analisis morfologico sugieren que el compuesto hibrido 3J en altas
concentraciones induce mecanismos de MCP por apoptosis y necrosis. La necrosis ha sido
comunmente considerada como un mecanismo de muerte accidental y no regulada. Sin embargo,
evidencias indican que la necrosis también puede ser ejecutada por mecanismos regulados, y se
adoptd el término necroptosis para identificar una forma de necrosis programada. Actualmente,
hay especial interés en la necroptosis porque podria convertirse en una ruta alterna de muerte
para células tumorales resistentes a la terapia que induce apoptosis (Wu et al., 2012; Linkermann

& Green, 2014).

Por otro lado, el efecto citotoxico del compuesto 3J en bajas concentraciones sugiere la
intervencién de un mecanismo de muerte celular distinto a necroptosis y apoptosis; teniendo en
cuenta la CCsp de 16,9 UM y que no se observaron diferencias significativas en estos mecanismos
de muerte, en el ensayo de Anexina V/sytox en una concentracion baja (25 uM) del compuesto.
Esto podria ser congruente con el hecho de que no se afecten el potencial de membrana
mitocondrial (Figura 22) y que los niveles de ERO tampoco generen dafio en la membrana
celular (Figura 21), a pesar de que las células A549 presentan membranas con altos niveles de
acidos grasos insaturados, que son muy susceptibles a la lipoperoxidacion (Catala, 2013).
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y las caracteristicas observadas en el analisis

morfologico, es posible sugerir que el hibrido 3J a bajas concentraciones podria inducir varios
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tipos de MCP, posiblemente con preferencia de la autofagia. Mientras que en altas
concentraciones del compuesto, los tipos de MCP preferentes serian apoptosis y necroptosis. Sin
embargo, es necesario evaluar marcadores de necrosis para establecer que corresponde al
mecanismo de muerte por necrosis programada y realizar una microscopia electronica para

confirmar la generacién de autofagia.

3.4 Compuesto hibrido 3j En células hepatoma humano (HepG2) m
3.4.1 Materiales y métodos
3.4.1.1 Determinacion de la viabilidad por el método de reduccién de MTT.

El efecto del compuesto hibrido 3J sobre la viabilidad de las células HepG2 se realizd mediante
la reduccion de la sal de tetrazolio MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, USA). Las células HepG2 fueron depositadas
(7.500 células/pozo) en una placa de 96 pozos e incubadas durante 24 horas a 37°C en atmdsfera
de CO, al 5%. A continuacion, las células fueron tratadas con diversas concentraciones del
compuesto hibrido 3J (5, 25, 50 y 100 puM) por 12, 24 y 48 horas. Posteriormente, se reemplazé
el medio de cultivo por 200 pyL de MTT (0,5 mg/mL) se mantuvo en incubacion por 3 horas a
37°C. Finalmente los cristales de formazan fueron disueltos en dimetilsulfoxido (DMSO) y se

midid la absorbancia a 580 nm (Reilly et al., 1998).
3.4.1.2 Analisis morfoldgico

Células HepG2 (1x10° células/pozo) fueron sembradas en placas de 6 pozos e incubadas con

atmosfera de 5% CO, a 37 °C por 24 h. Después de la adhesion, las células fueron tratadas con la
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concentracion 25 pM del compuesto 3J durante 24 h. Posterior al tiempo de tratamiento, las
células fueron fijadas con etanol por 5 minutos a temperatura ambiente y tefiidas con
hematoxilina y eosina. Los cambios morfologicos fueron examinados a través de un microscopio

invertido y las imagenes se adquirieron con una cdmara Nikon digital Sight DS-U2.

3.4.1.3 Medida intracelular de especies reactivas de oxigeno

La medida intracelular de especies reactivas de oxigeno se realizd por el método de 2°,7'-
diclorofluoresceina-diacetato (DFCH-DA). Las células HepG2 fueron depositadas (2x10* células
por pozo) en una placa de 96 pozos durante 24 horas, hasta total adherencia. Posteriormente, las
células fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS) dos veces e incubadas por treinta minutos
con una solucion de DFCH-DA 50 pM diluido en PBS. A continuacion, las células fueron
lavadas con PBS vy tratadas con el compuesto 3J a 25 pM. Enseguida se midié la fluorescencia, a
485 nm de longitud de excitacion y 525 nm de longitud de emision, durante 4 horas usando un
lector Varioskan Flash. Se us6 como control positivo perdxido de hidrogeno 400 uM (Lebel et
al., 1992).

3.4.1.4 Potencial de membrana mitocondrial (Ay)

Las células HepG2 (1x10° células/pozo) fueron sembradas en placas de 6 pozos durante 24 horas
hasta total adherencia, e incubadas con el compuesto hibrido 3j a la concentracion de 25 UM por
24 horas. Posteriormente, las células se soltaron con tripsina, se lavaron dos veces con PBS vy se
incubaron con medio que contenia rodamina 1,0 pg/mL a 37°C por 15 minutos en oscuridad.
Después del tratamiento las células fueron lavadas, re-suspendidas en PBS y mantenidas por 30
minutos en oscuridad. Finalmente, las muestras fueron analizadas por citometria de flujo en un

equipo BD FacsCanto Il y los datos presentados mediante el programa flowing software news
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cannel, version 2.5.1. Un total de 30000 eventos fueron analizados por experimento (Cury-

Boaventura et al., 2004).

3.4.1.5 Induccion de apoptosis -Anexina V/ sytox

La induccién de apoptosis o necrosis fue determinada por citometria de flujo en un equipo
equipo BD FacsCanto Il mediante el kit APC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit with APC
Annexin V and SYTOX Green (Invitrogen). Las células HepG2 fueron depositadas en placas de
6 pozos (1,5x10° células/pozo) por 24 horas hasta total adherencia, y enseguida fueron tratadas
con el compuesto hibrido 3j (25 M) por 24 horas. Posteriormente, las células fueron
tripsinizadas e incubadas con 5 pL de APC anexina y 1 pL de sytox, por cada 100 pL de
suspension celular, durante 15 minutos a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,. Después del
periodo de incubacion las células fueron conservadas en hielo, examinadas por citometria de
flujo y los datos analizados mediante el programa flowing software news cannel, version 2.5.1.
Un total de 30000 eventos fueron analizados por experimento (Vermes et al., 1995)

3.4.1.6 Analisis de dafio del ADN

Se depositaron 1x10° células HepG2 en cajas de Petri de 6 cm de didmetro, durante 24 horas
hasta completa adherencia. A continuacion las placas fueron tratadas con el compuesto hibrido 3j
en la concentracion de 50 pM durante 12 horas y 25 pPM durante 12, 24 y 48 horas de
tratamiento. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS, soltadas con raspador y el ADN
fue extraido mediante el kit de deteccién de la escalera de ADN ApoTarget de Invitrogen
Corporation (Camarillo, CA, USA), de acuerdo a instrucciones de manufactura. Finalmente, las

muestras de ADN fueron separadas electroforéticamente en un gel de agarosa al 1% a 300 mA,
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12 V/cm por 40 minutos a 25°C. Se usé tratamiento con camptotecina durante 5 horas a 37°C

como control positivo.

3.4.2 Resultados

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en el presente estudio, sin realizar

comparaciones con los datos disponibles en la literatura.

3.4.2.1 El compuesto hibrido 3j afecta la viabilidad HepG2

La figura 24 presenta el efecto del compuesto 3j sobre la viabilidad de las células HepG2
después de 12, 24 y 48 horas de tratamiento. Los resultados obtenidos con el ensayo de MTT,
muestran que el compuesto 3j presenta un efecto dependiente de la concentracion y el tiempo,
donde la actividad citotoxica mas pronunciada se observa después de 48 horas de aplicacion. El
tratamiento por 12 y 24 h en concentraciones altas (50 y 100 pM) generé disminucion en la
viabilidad celular de ~20 y 50%, respectivamente. Mientras que, en 48 h de tratamiento con una
concentracion baja (5 uM) la inhibicién es cercana al 60%, y en la concentracion mas alta (100
M), es de ~93%. La tabla 4 presenta las concentraciones de hibrido 3j que disminuyen en 50%
la viabilidad de las células HepG2, para 48 horas de tratamiento la CCso fue 5,2 + 1,9 pM, para

24 h52,4+49yparal2hfue >100 pM.
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Figura 24. Efecto del compuesto hibrido 3j sobre la viabilidad de celulas HepG2. Los valores
representan la media £ DS del porcentaje de células viables en comparacion con el control (los
datos presentan dos experimentos independientes, cada uno por triplicado). Diferencias
significativas  (p<0,05) fueron encontradas en los porcentajes de viabilidad de las
concentraciones de 50 y 100 uM para 12 horas, en las concentraciones de 25, 50 y 100 para 24
horas y en todas las concentraciones evaluadas para 48 horas de tratamiento.

Tabla 4. Valores de CC50 del compuesto hibrido 3j con respecto al tiempo

Tiempo de tratamiento CCso uM
(horas)
12 >100
24 52,4+49

48 52+19
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3.4.2.2 El compuesto hibrido 3J induce alteraciones de la morfologia celular de las células

HepG?2
Con el objetivo de conocer el mecanismo de muerte que genera el efecto citotoxico presentado
por el compuesto 3j, se realizd un andlisis morfologico usando la tincién de hematoxicilina y
eosina. La figura 25 presenta las imdgenes de las células tomadas como control y las células
tratadas con la concentracion de 25 pM por 24 h, en la figura 25A es posible observar la
morfologia tipica adherente de las células HepG2 sin tratamiento, con formacién de monocapa.
Por su parte, en las células tratadas con el hibrido 3j (figura 25B) es posible observar
disminucion significativa en el nimero de células adheridas, pérdida de contacto con las células

adyacentes, reducciéon del volumen celular y condensacion de cromatina.

Figura 25. Efecto del compuesto 3j sobre la morfologia de las células tumorales HepG2
incubadas durante 24 horas. A) Células sin tratamiento, B) células tratadas con 3J a 25 pM.

3.4.2.3 El compuesto hibrido 3J aumenta las especies reactivas de oxigeno y altera en el
potencial de membrana mitocondrial.
Con el fin elucidar el mecanismo de muerte celular inducido por el hibrido 3J, se determind la

generacion de ERO por analisis fluorométrico usando el método de DFCH-DA, el H,O; se us6
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como control positivo (400 uM) del ensayo. El compuesto 3J y el control positivo mostraron un
aumento de las ERO en funcién del tiempo hasta ~60 minutos, posteriormente se observd una
tendencia a estabilizarse hasta los 240 minutos de monitoreo del ensayo (Figura 27). El hibrido

generd un aumento en las ERO de ~150% y el H,O, supero el 250%.

Medida intracelular de ERO
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Figura 26. Aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO) después del
tratamiento con el compuesto hibrido 3J. Las células HepG2 fueron pre-tratadas con DCFH-DA
disuelto en PBS, tratadas con el compuesto hibrido 3j (25 uM) v la lectura de la fluorescencia se
realizd durante 240 minutos. Los experimentos representan la media + DS del triplicado de tres
experimentos independientes. ElI compuesto 3J (25 pm) y el H,O, presentan diferencias
significativas con respecto al control p<0,05.

Mediante citometria de flujo se determind el efecto del compuesto 3J sobre el potencial de
membrana mitocondrial de células HepG2 usando rodamina (Rho-123). La figura 27 presenta los
resultados obtenidos donde el compuesto hibrido 3J genera despolarizacion mitocondrial en las
células HepG2, en la concentracién de 25 pM durante 24 h de tratamiento. Igualmente, el

farmaco doxorubicina tomado como control positivo afectdé el potencial de membrana de estas

células.
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Figura 27. Efecto del compuesto hibrido 3J sobre el potencial de membrana mitocondrial. Los
resultados se obtuvieron mediante citometria de flujo después de 24 h de tratamiento.
Doxorubicina 1,0 pM se us6 como control positivo. *** representan diferencias significativas
con respecto al control p<0,001.
3.4.2.4 El compuesto hibrido 3J no genera patron de fragmentacion de ADN y genera
muerte celular por necrosis en altas concentraciones.
Se realizd la extraccién de ADN de células HepG2 tratadas con el hibrido 3J en la concentracion
de 25 y 50 pM durante 12 y 24 horas de tratamiento. La figura 28 muestra el patron de
separacion del ADN extraido, el carril 1 presenta el marcador de peso, el carril 2 muestra solo
una banda que corresponde al ADN de las células HepG2 sin tratamiento. El carril 3 corresponde
al tratamiento por 12 h con el compuesto 3J (50 uM), donde es posible observar un barrido que
se extiende por todo el gel; y en los carriles 4 y 5, que corresponden al tratamiento realizado

durante 12 y 24 horas con la concentracion 25 pM, no es posible observar diferencias en el

patrén de separacion de ADN, con respecto a las células sin tratamiento.
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Figura 28. Efecto del
compuesto 3)J sobre la
fragmentacion de ADN. Las
células HepG2 fueron
tratadas con el compuesto
3J (25, 50 pM) durante 12 y
24 horas de tratamiento. 1)

marcador de peso
molecular. 2) ADN extraido
de las células sin

tratamiento. 3)  celulas
tratadas con 3J 50 M
durante 12 horas. 4) células
tratadas con 3J 25 M
durante 12 horas. 5) células
tratadas con 3J 25 uM
durante 12  horas de
tratamiento.

Ademas, las células HepG2 tratadas con el compuesto hibrido 3J (25 y 50 pM) durante 24

horas, fueron evaluadas por citometria de flujo con Anexina V y sytox. La figura 29 presenta los

diagramas para las células sin tratamiento (Figura 29A), el farmaco doxorubicina como control

positivo (Figura 29B) y los tratamientos (25 y 50 puM) (Figuras 29C y 29D). El tratamiento con

el hibrido 25 y 50 uM, presenta un aumento significativo con respecto al control, en las células

marcadas con Anexina V (-)/Sytox (+) de 21,5 y 40,4 %, respectivamente. Estos resultados

indican que las células HepG2 tratadas con el hibrido 3J en las concentraciones 25 y 50 uM,

presentaron un mecanismo de muerte celular por necrosis.
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Figura 29. Efecto del compuesto hibrido 3j sobre células HepG2 tratadas con Anexina V y
sytox. . Las células HepG2 tratadas y sin tratamiento con el compuesto 3j (25 pM) por 24 horas,
fueron soltadas con tripsina, tratadas con anexina V — sytox y 30000 eventos fueron analizados
por citometria de flujo. A) Control, B) Doxorubicina 1,0 uM, C) 3j 25 uM, D) 3j 50 puM. Las
figuras representan un dot-blot con diferentes poblaciones de células: cuadrante inferior
izquierdo= células normales; cuadrante inferior derecho= células en apoptosis temprana;
cuadrante superior derecho= células en apoptosis tardia; cuadrante superior izquierdo= células
necroticas. *** representa diferencias sgnificativas p<0,01.

3.4.3 Discusion

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el tipo de cancer més prevalente y presenta el mayor indice

de mortalidad en el mundo. Diversos procedimientos quirdrgicos, quimioterapelticos y de
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terapia molecular hacen parte del tratamiento. No obstante, se presentan diversas dificultades
relacionadas con efectos secundarios, complicaciones quirlrgicas Yy resistencia al tratamiento
quimioterapeutico y de terapia molecular (Manzione et al., 2008; Shen et al., 2013). En este
sentido, los compuestos hibridos de THQ-isozaxoles presentaron actividad citotoxica en células
de hepatocarcinoma (HepG2). A continuacion se presenta la discusion de los resultados
obtenidos en los analisis de citotoxicidad y estudio del mecanismo de muerte del compuesto

hibrido 3j en células HepG2.

El andlisis de citotoxicidad mostrd que el compuesto hibrido 3J presenta un marcado efecto
citotdxico sobre células de hepatocarcinoma (HepG2), el analisis de MTT arrojo una CCsp de 5,2
+ 1,9 UM después de 48 h de tratamiento (Figura 24). Como una aproximacion para conocer el
mecanismo de muerte que desencadena el efecto citotdxico, se realiz el andlisis morfoldgico del
hibrido sobre las células de hepatocarcinoma, donde se observaron caracteristicas tipicas de
MCP por apoptosis (Figura 25). Sin embargo, no se observd la degradacion del ADN gendémico
en una escalera de fragmentos (Figura 28), y el andlisis de anexina V/sytox para la concentracion
de 25 pM no presentd diferencias significativas con respecto al control, para ninguno de las
marcajes evaluados. Mientras que la concentracion de 50 pM, presentd aumento en ~40,4% de la
poblacion celular marcada con anexina -/ sytox +, una caracteristica tipica de necrosis (Figura

29).

Actualmente, la necroptosis es considerada otro tipo de muerte celular regulada que esta
ganando interés porque podria convertirse en una alternativa ante los casos crecientes de
resistencia al tratamiento quimioterapeltico que induce apoptosis (Wu et al., 2012). Este
mecanismo de MCP mantiene algunas caracteristicas apoptoticas, pero también posee

morfologia necrética. Ha sido demostrado que soOlo se induce necroptosis si hay inhibicion
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farmacologica o ablacion genética de la via apoptotica, sugiriendo que la necroptosis es una

alternativa para asegurar la muerte celular cuando la apoptosis falla (Philipp et al., 2016).

Aungue los resultados del marcaje con Anexina V/sytox indican muerte celular por necrosis,
el compuesto hibrido 3J 25 UM disminuye el potencial de membrana mitocondrial (Figura 27), lo
cual constituye una caracteristica de induccion de apoptosis (Ly et al., 2003) y difiere con el
aumento en el mismo, gque se ha reportado para el proceso necroptotico (Linkermann et al., 2014;
Su et al., 2016). Ademés, el hibrido 3J genera ERO (Figura 26), probablemente como resultado
de su efecto sobre la cadena de transporte de electrones que finalmente, afecta el potencial de
membrana mitocondrial y la sintesis de ATP (Divakaruni et al., 2014). Aunque inicialmente, este
efecto induce MCP por apoptosis, los bajos niveles de ATP, podrian re-direccionar el mecanismo
de MCP hacia necroptosis, como lo demuestran los resultados obtenidos y tal como se ha
reportado en la literatura, la necroptosis es un tipo de apoptosis abortada causada por la falla
energética de las células (Radogna et al., 2015). De esta manera, la mitocondria ejerce control
sobre los mecanismos de MCP, mediante el nivel celular de ATP que puede determinar el tipo de
muerte celular: altos niveles de ATP desencadena apoptosis, mientras que bajos niveles de ATP
llevan a necrosis. Asi, los niveles intracelulares de ATP se convierten en interruptores que

dirigen los mecanismos de muerte celular de apoptosis a necrosis (Chaabane et al., 2013).

Sin embargo, el hibrido 3J presenta una CCsp de 5,2 pM y el andlisis de Anexina V/Sytox
para la concentracion de 25 pM, presenta células marcadas en todos los cuadrantes (Figura 29),
pero no hay diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Esto podria
indicar que el hibrido genera simultaneamente varios tipos de MCP, lo cual dificulta establecer
un MCP predominante. Otros compuestos como 2-metoxi-6-acetil-7-metiljuglona (MAM) vy

tanshinona 11A han reportado la induccion simultdnea de apoptosis y necrosis en células A549 y
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HepG2, respectivamente. Por otro lado, el hibrido podria inducir muerte celular, en bajas

concentraciones, por mecanismos de MCP diferentes de apoptosis o necrosis, lo cual lograria

abrir nuevas rutas en la induccidn de muerte celular, que podrian ser usadas en las terapias

emergentes 0 en combinacion con las existentes. Un comportamiento similar se reportd para el

péptido TAT-RasGAP317-326 €l cual es citotoxico en algunas lineas tumorales e induce MCP por

mecanismos diferentes de autofagia, apoptosis y necrosis (Heulot et al., 2016).

3.5 Conclusiones

El tratamiento con el compuesto hibrido 3c afecta la viabilidad y proliferacion de células
HelLa; genera cambios en la morfologia célular, liberacion de citocromo ¢ y
fragmentacion en el ADN. Lo cual sugiere que el efecto citotoxico del compuesto hibrido
3c es producto del dafio del ADN generado por la induccion de apoptosis probablemente

por via intrinseca.

El hibrido 3J reduce la viabilidad y proliferacién en células de adenocarcinoma de
pulmén (A549), altera la morfologia celular en tres patrones distintos, genera ERO y en
altas concentraciones induce apoptosis y necrosis. Esta evidencia experimental sugiere
que efecto citotoxico del compuesto hibrido 3J, podria ser inducido por tres mecanismos
de MCP distintos, donde a bajas concentraciones es preponderante la autofagia y en altas

concentraciones se impone la apoptosis y necroptosis.

El hibrido 3j presenta un marcado efecto citotoxico en células HepG2, el andlisis
morfoldgico presenta caracteristicas de células en apoptosis, afecta el potencial de

membrana mitocondrial, genera ERO y en altas concentraciones presenta caracteristicas
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necroptdticas. Estos resultados sugieren que el hibrido 3j podria inducir simultaneamente
varios tipos de muerte celular (apoptosis y necrosis) o que induce apoptosis en una etapa

inicial que ante los bajos niveles de ATP, se convierte en necrosis.

3. Respiracion en células de hepatoma

4.1 Introduccién

La funcion mitocondrial mas importante es la produccién de ATP y de metabolitos necesarios
para cumplir la demanda bioenergética y biosintética de la célula. La mitocondria usa diversas
moléculas, como el piruvato producto de la glucdlisis, aminoacidos y acidos grasos en la matriz
mitocondrial, para generar los equivalentes reducidos NADH y FADH, en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (CAT); los cuales sirven como donadores de electrones para el complejo 1y Il de
la cadena de transporte de electrones (CTE). A continuacion, los electrones son transportados por
la ubiquinona al complejo Il y por el Citocromo ¢ al complejo 1V, donde son entregados al
oxigeno molecular para formar agua. La transferencia de electrones a traves de la CTE esta
acoplada a bombas de protones, que los expulsan de la matriz al espacio inter-membrana por los
complejos I, Il y IV. Las bombas de protones generan la fuerza protdn motriz que presenta un
componente quimico (ApH) y un componente eléctrico (Ay), los cuales son usados por el
complejo V para generar ATP a partir de ADP y Pi. La generacion de NADH y FADH, a partir
de macromoléculas y la formacion de energia metabdlica para produccion de moléculas
complejas convierten a la mitocondria en la central del metabolismo catabdlico y anabdlico

(Liemburg-Apers et al., 2015).
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El correcto funcionamiento celular requiere que la mitocondria esté en comunicacion continua
con el resto de la célula. Para ello, se han establecido dos tipos de interaccién; sefializacion
anterograda y retrograda. La sefializacion anterograda implica transduccion de sefial del citosol a
la mitocondria, la cual ocurre por la captacion rapida de calcio en la matriz mitocondrial ante el
aumento de la concentracion de calcio citosolico. Este aumento del calcio mitocondrial activa las
enzimas del CAT para estimular el metabolismo mitocondrial oxidativo. Por otro lado, la
sefializacion retrpograda se refiere a la sefializacion de la mitocondria al citosol, sus principales
exponentes son el citocromo ¢ que es liberado para iniciar la apoptosis; las especies reactivas de
oxigeno (ROS), metabolitos como el citrato, ademas de la expresion de fosfatasas y quinasas en
la matriz mitocondrial y la presencia de plataformas de sefializacion en la membrana externa

mitocondrial (Weinberg & Chandel, 20015).

La importancia de la mitocondria en diversos e importantes procesos celulares, ha planteado
diferentes cuestiones con respecto a su injerencia en el desarrollo del cancer, se ha sugerido que
la enfermedad es producto de una mitocondria mutante con sobre-expresion de factores anti-
apoptoticos Bcl-2 (Hartung, 2015), se ha establecido relacién entre el proceso neoplasico y
defectos en diversas funciones mitocondriales y se han relacionado diversos aspectos de la
biologia mitocondrial que favorecen el desarrollo de la tumorogénesis, los cuales incluyen la
biogénesis, la dindmica de fision y fusion, la muerte celular, sefializacion, metabolismo, ADN

mitocondrial y estrés oxidativo (Bhat et al., 2015).

4.1.1 La biologia mitocondrial y el cancer

El incremento de la masa y/o ndmero de las mitocondrias celulares (biogénesis) es un proceso

regulado por el oncogen c-Myc y el sensor metabdlico mTOR. La elevada biogénesis
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mitocondrial debido al incremento del oncogen c-Myc permite un aumento en la capacidad
respiratoria que favorece la proliferacion celular y por otro lado la sobre-expresion de c-Myc
estimula la progresion del ciclo celular y el metabolismo glucolitico indispensable para el
crecimiento celular (Vyas et al., 2015). La biogénesis mitocondrial impacta sobre el resultado del
tratamiento antitumoral porque le permite a la célula cancerosa con flexibilidad metabolica
adaptarse a los blancos del tratamiento y al microambiente del tumor (Deberardinis et al., 2008).
Igualmente, la dinamica de fision/fusion mitocondrial se ve afectada en las células tumorales. Se
ha establecido un aumento en la fision y/o una disminucion en la fusion, resultado de un aumento
en la expresion de la proteina Drpl, la cual se ha relacionado con un fenotipo migratorio en
varios tipos de cancer, esto sugiere una potencial relacion entre la dindamica mitocondrial y la
metéstasis (Gabay et al., 2014). Asimismo, la dindmica de fision/fusion, que determina la forma
mitocondrial, influye en la susceptibilidad a la apoptosis resultado de la pérdida de la interaccion
de Bax con las membranas mitocondriales debido a la fragmentacion mitocondrial. Esto sumado
al desbalance que se presenta entre los factores apoptoticos y anti-apoptoticos, demuestran la
habilidad de la célula tumoral para evadir el proceso de muerte celular y la importancia de la
mitocondria en la respuesta del tumor al tratamiento por quimioterapia (Fulda, 2016; Hartung,

2015).

En este sentido, se ha establecido que la célula tumoral experimenta una reprogramacion
metabolica mediada por la mitocondria, donde intervienen importantes vias de sefializacion
como PI3K/AKT la cual activa la glucolisis y promueve el flujo de carbonos de glucosa a vias
biosintéticas en la mitocondria; ademés permite la activacion de la ATP citrato liasa, evitando asi
la acumulacién citosdlica de citrato (inhibidor alostérico de la glucélisis). Asimismo, la

activacion del sensor de crecimiento celular mTORC1 tiene variados efectos sobre el
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metabolismo de la mitocondria, reorientando el uso de los intermediarios del CAT para generar
precursores de aminoécidos como glutamato, prolina, glutamina y arginina. También estimula la
lipogénesis, un proceso critico para la proliferacion celular, el cual depende de la produccion de

citrato mitocondrial (Vyas et al., 2015; Weinberg & Chandel, 2015; Hartung, 2015).

Por otro lado, mutaciones en el ADN mitocondrial se han relacionado con defectos en la CTE
que contribuye a la tumorogénesis por aumento en las ERO (Vyas et al., 2015). Muchas
proteinas involucradas en la glucdlisis, transporte electrénico mitocondrial, R-oxidacion y el
CAT pueden generar superoxido, peréxido de hidrogeno y otras ERO. Esas incluyen el complejo
I, 11, 1, dihidroorotato deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa, aconitasa, 2-oxoglutarato
deshidrogenasa y otras proteinas mitocondriales como monoamino oxidasas (Sabharwal &
Schumacker, 2014). En la CTE los complejos | y Il han sido los mas estudiados, y se ha
establecido que en el complejo | la produccion de superdxido puede ocurrir en dos sitios,
mediante el grupo prostético mononucledtido de flavina (FMN) vy el cluster hierro-azufre.
Mientras que, el perdxido de hidrogeno podria ser directamente formado en el FMN. En el
complejo 11l el superoxido es producido en la semiquinona (Qo), en el complejo IV la alta
afinidad de enlace por el O, asegura la formacion de H,O e impide la formacion de ERO.
Finalmente, el complejo V no participa de la CTE y directamente no contribuye a la formacion
de ERO. Sin embargo, perturbaciones en la actividad de este complejo, genera cambios en el
potencial de membrana que pueden afectar la generacién de ERO a partir de la CTE (Okon &
Zou, 2015). Cuando la produccion de ERO excede la capacidad antioxidante de la célula o
cuando se altera el sistema o0 estd menos activo, el incremento en los niveles de ERO puede
inducir dafio por estrés oxidativo. Inicialmente, el radical superdxido en presencia de peroxido de

hidrogeno genera radicales hidroxilo (reaccion de Fenton) muy reactivos que pueden dafiar todos
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los componentes de la célula, lipidos, proteinas y ADN (Dan Dunn et al., 2015; Liemburg et al.,

2015;).

4.1.2 Potenciales dianas farmacoldgicas mitocondriales para la terapia del cancer

Los productos de los mismos genes cuyas mutaciones pueden promover transformaciones
malignas son también los nuevos objetivos emergentes para el desarrollo de agentes anticancer.
La variabilidad genética que existe en el nivel de expresion de muchos genes y mutaciones
incluso entre pacientes con el mismo tumor, plantea la dificultad de suprimir el cancer dirigiendo
la terapia a un solo gen o una sola via que puede ser alterada entre pacientes. Por ello, es
imperativo buscar un objetivo que sea invariante y cuya exploracion pueda representar una
estrategia para el tratamiento eficiente a través del paisaje de patologias neoplasicas, un objetivo
tal lo representan las mitocondrias que sean funcionales en todos los tipos de céncer, ademas de
su importancia al desencadenar apoptosis y su participacion en el metabolismo aberrante en las

células malignas (Neuzil et al., 2013; Dong & Neuzil, 2014; Olszewska & Szewczyk, 2013).

La mitocondria como blanco para el tratamiento de tumores, puede permitir un futuro avance
en el manejo de enfermedades malignas. En este sentido se han establecido importantes blancos

para el tratamiento, como:

e La hexoquinasa una importante enzima glucolitica y citosolica,responsable de la
fosforilacion de la glucosa; su actividad enzimatica aumentada se ha relacionado con el
crecimiento de los carcinomas y limitacién de la respiracién mitocondrial, debido a la
disminucion de fosfato disponible que impide obtener tasas méximas para la respiracion

en el estado 3 (Neuzyl et al., 2013).
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La familia Bcl-2 estd conformada por proteinas apoptoticas y antiapoptéticas que, en las
células neoplasicas, interactian mediante sus dominios BH3 evitando que las proteinas
Bak y/o Bax formen los canales que permiten la salida del Citocromo c (Bhat et al.,
2015).

Inhibidores redox tiol. EI aumento en las ERO Yy la evidente disminucion en la capacidad
antioxidante en las células cancerosas, las diferencia de las células normales y las hace
més wulnerables a farmacos que generan estrés oxidativo. Ademas, aquellos compuestos
que oxidan el grupo tiol o agotan el glutation (GSH) pueden causar apoptosis, al afectar
la mayor defensa antioxidante en las celulas tumorales (Fulda, 2016).

La cadena de transporte de electrones (CTE) es otro blanco prometedor en la terapia del
cancer. En este sentido, se han planteado dos mecanismos opuestos que permitirian
inducir muerte celular en células cancerigenas. Un mecanismo se enfoca en activar la
CTE e inducir apoptosis por aumento de ERO vy el otro enfoque se dirige a inhibir la
actividad de la CTE con inhibicién de la via glucolitica, para generar crisis energética
global, permitiendo la induccion de muerte celular en células tumorales de proliferacion
rapida (Wen et al., 2013).

Membrana interna mitocondrial. El alto potencial de membrana que presentan las células
tumorales debido a la bioenergética mitocondrial alterada; hace de los cationes lipofilicos
que atacan la membrana interna, potenciales farmacos que podrian presentar mayor
selectividad por las células tumorales. (Fantin & Leder, 2006).

El ciclo de los acidos carboxilicos (CAT) no sOlo constituye la fuente de electrones para

la CTE ademés, sus intermediarios son esenciales para la sintesis de macromoléculas.
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Farmacos que afecten etapas del CAT podrian afectar el balance energético e inhibir la
proliferacion tumoral (Olszewska & Szewczyk, 2013).

e ElI ADN mitocondrial se ha convertido en un importante blanco terapeltico. Diversos
farmacos se han disefiado para afectar la funcion y estabilidad de esta macromolécula,
igual que la funcion de proteinas encargadas de la sintesis de complejos mitocondriales

(Dong & Neuzil, 2014 ; Weinber & Chandel., 2014)

Muchos de los agentes con actividad anticancer que actGan sobre las mitocondrias, encierran
una promesa de convertirse en drogas anticancer, con base a su selectividad por las células
cancerosas. Incluso, los potenciales farmacos pueden afectar directamente la mitocondria o tener
como blanco cualquier otra locacion celular y su interaccion con la mitocondria puede ser
secundaria. En cualquier caso, la identificaciobn de la mitocondria como el blanco primario o
secundario de los compuestos citotoxicos puede facilitar el descubrimiento del mecanismo de
accion y de esa manera abrir nuevas perspectivas de su aplicacion y de los efectos secundarios

que puede tener (Szewczyk & Wojtczak, 2002).

4.2 Materiales y métodos

De acuerdo a los datos obtenidos en el capitulo 1, fueron escogidas dos parejas de compuestos
con relacion estructural y efecto citotoxico significativo, para determinar su efecto sobre el
consumo de oxigeno en hepatocitos y su relacion con la formacién de especies reactivas de

oxigeno. Los métodos usados se describen a continuacion:
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4.2.1 Células

Fueron usadas células de hepatocarcinoma humano HepG2, cultivadas en medio DMEM de alta
glucosa, con 10% de suero bovino fetal (SBF). Los repiques de cada linea celular se realizaron
usando una solucién de tripsina-EDTA. Las células normales usadas, fueron hepatocitos de feto

de rata de acuerdo al procedimiento descrito por Shen et al., 2012.
4.2.2 Determinacion de viabilidad celular

La viabilidad celular se determind por el método del MTT (sal de bromuro de 3-(4,5 dimetil
tiazol -2 il)- 2,5- difenil tetrazolio) de acuerdo a lo descrito por Mossman (1983). Se usaron 7.5 X
10° células en placas de 96 pozos, incubadas a 37°C con 5% de atmosfera de CO, durante 24
horas para total adherencia. Posteriormente, se adicionaron soluciones de 5, 25, 50 y 100 uM de
cada compuesto (3k, 3e, 3j, 3a) y se incubaron por 12, 24 y 48 horas. Al cabo de este tiempo, fue
adicionado 200 pL de MTT (500pg.mL™ en HBSS) v las células fueron incubadas por 3 horas.
Posteriormente, los cristales formados fueron solubilizados en 200 pl. de DMSO vy se realizd la

lectura de la absorbancia a 570 nm, mediante un lector de microplaca.
4.2.3 Aislamiento y cultivo primario de hepatocitos de rata

“El aislamiento y el cultivo primario de hepatocitos de rata adulta se realizd de acuerdo con el
protocolo de Shen y colaboradores (Shen y col., 2012). El aislamiento de hepatocitos se realizo
mediante la perfusion del higado de rata Wistar macho (aproximadamente 200 g de peso),
anestesiado con ketamina (87 mg/kg) via intraperitoneal para realizar el procedimiento
quirdrgico. La perfusion se realizd por la infusion in situ de solucion tampon | estéril (solucion

salina HBBS sin Ca®* ni Mg?*, MgChL 0.9 mM, EDTA 0.5 mM y HEPES 25 mM a 37°C) a
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través de la vena porta hepéatica. Luego que el higado empezd a tomar una coloracion més clara,
se realizd un corte en la vena cava inferior para permitir el flujo de salida, de tal forma que los
[6bulos del higado empezaran a hincharse y el tejido tomara una apariencia palida.
Posteriormente se cambid la solucion de perfusion agregando sin interrupcion la solucion tampon
Il estéril (solucién salina HBBS con Ca?* y Mg?*, HEPES 25 mM a 37°C) con colagenasa (1
mg/mL). Durante este proceso, se aplicG presion periddica con una torunda sobre la vena cava
inferior, completando el tiempo de digestion y conduciendo a un aumento en la disociacion
celular hepatica. Después de perfundir con la colagenasa, el higado tomd una textura blanda, fue
diseccionado y dispuesto en medio de cultivo M199 estéril (suplementado con glutamina 1 mM,
NaHCO;3; 14 mM, SBF 10%, albimina bovina sérica 0.2%, HEPES 10 mM, penicilina 120

pug/mL y estreptomicina 100 pg/mL).

Manteniendo el higado sumergido en medio M199, las células se desprendieron suavemente
con ayuda de un peine fino y esta dispersion se filtré a través de una malla de 100 pum (tamafio de
poro) para remover el tejido conectivo y los fragmentos de tejido sin digerir. Las células filtradas
se resuspendieron en 40 mL de medio M199 y se centrifugaron a 50xg por tres minutos a 4°C
para retirar el sobrenadante. Este procedimiento se repitid tres veces con el objetivo de lavar las
células. A continuacion, las células suspendidas en medio M199 se centrifugaron a 200xg por
diez minutos a 4°C de manera que se separaran las células muertas (sobrenadante) de las células
viables (sedimentadas en el fondo del tubo). Finalmente, el pellet de células se resuspendié en
medio de cultivo M199 y se determind la viabilidad celular por tincion con azul de tripan 0,4%
(p/vV) contando en camara de Neubauer (90 pL de suspension celular mas 10 uL de azul de

tripan).
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Nota: los animales usados para este procedimiento correspondieron a ratas Wistar machos
suministradas y manipuladas por el bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial
de Santander, bajo las disposiciones de la ley 84 de 1989 (Cap. IV, Art. 23-26) y la resolucion
8430 de 1993 (Titulo IV, articulos 83-93) que regulan la investigacion con animales en

Colombia” (Alvarez, 2016).

4.2.4 Determinacion de la viabilidad de los hepatocitos
“Los hepatocitos aislados (con viabilidad > 60%) se cultivaron en cajas de Petri de vidrio de 6
cm (1x10° células/caja) en medio de cultivo M199 y se incubaron a 37°C con atmdsfera de CO»
(5%) durante tres horas para total adherencia. Posteriormente, los hepatocitos se trataron con
diferentes concentraciones de los compuestos hibridos de tetrahidroquinolina-isoxazol FM48,
FM49 y FM52 (5, 25, 50 y 100 puM) disueltos en medio de cultivo Hepatozyme-SFM
(suplementado con estreptomicina 100 pg/mlL) y DMSO 0,1%. Como control negativo se
emplearon células, sin adicion de droga o compuesto alguno, cultivadas en medio Hepatozyme-

SFM.

Después de 24 horas de tratamiento, las células se soltaron usando solucion de tripsina-EDTA
(pH 7,3) y se resuspendieron en medio de cultivo M199 con SFB al 10% para inactivar la
tripsina. La viabilidad de los hepatocitos se determind por tincién con azul de tripan 0,4% (p/v)

contando en cdmara de Neubauer (90 pL de suspension celular mas 10 pL de azul de tripan).

Nota: de acuerdo con los principios establecidos en las normas de Buenas Practicas Clinicas
(BPC) publicadas por el INVIMA vy la Resolucion 2378 de 2008, estos ensayos se desarrollaron
como parte de un estudio no clinico en el que se realizaron ensayos dosis-respuesta en células

cultivadas in vitro siguiendo las orientaciones del numeral 7.3.5 de las normas BPC.
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Adicionalmente, esta investigacion se considera de no riesgo de acuerdo con los articulos 10 y 11
de la Resolucién 8430 de 1993 expedida por el Ministerio de Salud de la Republica de

Colombia” (Alvarez, 2016).

4.2.5 Andlisis morfoldgico
Células HepG2 (8x10* células/pozo) fueron sembradas en placas de 24 pozos e incubadas con
atmosfera de 5% CO, a 37 °C por 24 h. Después de la adhesion, las células fueron tratadas con la
concentracion 25 UM de los compuestos 3k, 3e, 3J y 3a durante 24 h. Posterior al tiempo de
tratamiento, las células fueron fijadas con etanol por 5 minutos a temperatura ambiente y tefiidas
con hematoxilina y eosina. Los cambios morfologicos fueron examinados a través de un
microscopio invertido y las imagenes se adquirieron con una camara Nikon digital Sight DS-U2.

4.2.6 Determinacion del consumo de oxigeno en células HepG2

Células HepG2 (1,0 x 10°) fueron tratadas con los compuestos 3k, 3e, 3j y 3a, con las
concentraciones de 5 y 25 uM durante 24 horas. A continuacion, las células fueron aisladas con
1 mL de tripsina, resuspendidas en medio de cultivo DMEM vy el consumo de oxigeno
determinado mediante un equipo Oxygraph-2k (OROBOROS INSTRUMENTS, Innsbruck,
Austria) dotado con dos camaras de oxigeno a 37°C bajo agitacion constante. El factor de
solubilidad de oxigeno fue de 0,89 para el DMEM vy la presion barométrica local fue de (91
Kpa), la concentracion de saturacion de oxigeno fue 172,42 uM. El consumo de oxigeno fue
determinado en tres estados, denominados: basal, respiracion en ausencia de inhibidores y/o
desacopladores; leak, respiracion en presencia de oligomicina (2 pg/mL); y desacoplado, el
consumo de oxigeno en presencia del desacoplador FCCP (0,5 pM). El flujo de oxigeno en los
estados descritos anteriormente, fue corregido con el descuento de la respiracion no

mitocondrial, que fue obtenida con la adicion de rotenona (0,5 M) y antimicina (3 pg/mL). Los
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resultados fueron expresados como el flujo de oxigeno por nimero de células (pmol/(seg * 1 x

10° células)) como media *+ DS.
4.2.7 Determinaciéon de ERO

La medida intracelular de especies reactivas de oxigeno se realizd por el método de 2°,7’-
diclorofluoresceina DCFH,-DA. Las células HepG2 fueron depositadas (veinte mil células por
pozo) en una placa oscura de 96 pozos durante 24 horas, hasta adherencia total. Posteriormente,
las células fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS) dos veces e incubadas por treinta
minutos con una solucion de DCFH,-DA 50 pM diluido en PBS. A continuacion, las células
fueron lavadas nuevamente con PBS y se realizo el tratamiento con los compuestos 3Kk, 3e, 3J y
3a (25 uM), se usdé como control positivo peroxido de hidrégeno 400 M. Enseguida se midio la
fluorescencia, a 485 longitud de excitacion y 525 longitud de emision, usando un lector

Varioskan Flash.
4.2.8 Andlisis estadistico

Todos los andlisis fueron realizados en triplicado en tres ensayos independientes, y los valores
obtenidos fueron analizados y expresados como la media + desviacion estandar (DS). El analisis
estadistico fue realizado mediante un analisis de varianza (ANOVA de una via) seguido de un

test de tukey.
4.3 Resultados

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de citotoxicidad en HepG2 y hepatocitos,
analisis morfoldgico, consumo de oxigeno en células HepG2 y generacion de ERO de los

compuestos hibridos 3k, 3e, 3j y 3a:
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4.3.1 Determinacion de la viabilidad de células HepG2
La figura 30 presenta el efecto citotoxico sobre la linea tumoral HepG2 y las estructuras
quimicas de los compuestos hibridos 3k, 3e, 3j y 3a. Estos compuestos afectan la viabilidad de
las células HepG2 de manera efectiva después de 48 horas de tratamiento, como lo muestra la
figura 30. Igualmente, es posible observar que los compuestos 3j CCsp= 5,2 = 1,9 y el compuesto
homologo 3a CCsp = 6,8 £ 0,71, de actividad citotxica comparable, fueron mas citotoxicos que

los hibridos 3e (CCsp=10,9 + 4,5) y 3k (CCs¢ = 27,6 + 1,6).
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Figura 30. Efecto de los compuestos hibridos 3k, 3e, 3j y 3a sobre la viabilidad celular de células
HepG2 después de 12, 24 y 48 h de tratamiento. A) Hibrido 3k. B) Hibrido 3e. C) Compuesto
3j. D) Compuesto 3a. E) Estructuras quimicas de los hibridos 3k, 3e, 3j y 3a. Los valores
representan la media £ DS del porcentaje de células viables en comparacion con el control (los
datos presentan minimo dos experimentos independientes, cada uno por triplicado). Diferencias

significativas * p<0,05, ***p<0,001.
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4.3.2 Efecto sobre la morfologia de HepG2
El efecto citotoxico de los compuestos hibridos se evidencia en los cambios que genera en la
morfologia de las células HepG2. La figura 31A permite observar la morfologia tipica de las
células analizadas y en la figura 31 (B, C, D y E) se presentan los cambios morfoldgicos
generados por el efecto de los compuestos hibridos, relacionados con disminucion en la
confluencia celular, pérdida del contacto con las células vecinas, desestabilizacion de la
membrana plasméatica, disminucién de volumen y pérdida de la forma caracteristica de las

células HepG2.
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Figura 31. Analisis morfologico del efecto de los hibridos 3k, 3e, 3j y 3a (25 puM) en células
HepG2 por 24 horas de tratamiento. Las imagenes fueron examinadas a traveés de un microscopio
invertido con un objetivo de 40x y las imagenes se adquirieron con una camara Nikon digital
Sight DS-U2. A) Control HepG2, B) hibrido 3k, C) compuesto 3e, D) hibrido 3j, E) compuesto
3a.

4.3.3 Efecto sobre la viabilidad de hepatocitos de rata
La selectividad de los compuestos antitumorales emergentes es una de las caracteristicas mas
importantes de los potenciales farmacos. En este sentido, la figura 32 presenta la actividad

citotoxica de los compuestos hibridos en células de hepatocarcinoma y en hepatocitos de rata.
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Los resultados permiten inferir que los compuestos hibridos 3k, 3e y 3a no generan efecto
citotdxico sobre las células normales a 24 horas de tratamiento. Por su parte, el compuesto 3j
muestra efecto citotoxico estadisticamente significativo en concentraciones mayores de 50 pM,
esto sugiere que el compuesto usado a bajas concentraciones no presentaria dafio a células
normales. Los resultados presentados muestran la importancia de indagar sobre el mecanismo

que genera su actividad citotoxica y abre posibilidades interesantes relacionadas con su uso

farmacoldgico.
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Figura 32. Efecto de los compuestos hibridos 3k, 3e, 3j y 3a sobre la viabilidad celular de
hepatocitos y células HepG2, después de 24 h de tratamiento. A) Compuesto 3k. B) Hibrido 3e.
C) Compuesto 3j. D) Hibrido 3a. Los valores representan la media + DS del porcentaje de
células viables en comparacion con el control (los datos presentan minimo dos experimentos
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independientes, cada uno por triplicado). Diferencias significativas *** p<0,001, * p<0,05. Las
figuras fueron tomadas de Alvarez, 2016.
4.3.4 Determinacion del consumo de oxigeno en células HepG2

Con el objetivo de comprender la actividad citotoxica observada, se considerd la importancia de
establecer el efecto de los hibridos evaluados sobre las funciones metabdlicas de las células
HepG2. En este sentido, las células HepG2 fueron tratadas con las concentraciones de 5 y 25 uM
durante 24 horas de exposicion a los compuestos (3k, 3e, 3j, 3a) y fue evaluado el consumo de
oxigeno en los estados de respiracion: basal, leak, desacoplado e inhibido. Los resultados
obtenidos muestran que los compuestos evaluados presentan efecto significativo sobre el
consumo de oxigeno, en la concentracion de 25 pM (figura 33). Ademas, el compuesto 3j
presenta mayor efecto inhibitorio sobre el consumo de oxigeno en todos los estados analizados,
asi ~74,3% en el estado basal y ~52,6% en leak para la concentracion de 25 pM y en el estado
desacoplado de ~54,1% y ~81,2% para las concentraciones de 5 y 25 uM, respectivamente
(Figura 33). Por su parte, los compuestos 3k y 3a inhiben el estado basal en ~73,1% y ~54,3%,
respectivamente. Finalmente, los tres compuestos afectan el estado desacoplado en ~68,8% (3k),

47,4% (3e) y 63,5% (3a).
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Figura 33. Efecto de los compuestos hibridos 3k, 3e, 3j y 3a sobre el consumo de oxigeno en
células HepG2 (1 x 10° fueron evaluadas mediante un equipo Oroboros 2-K oxygraph
chambers, y el consumo de oxigeno fue evaluado en ausencia de inhibidores y desacopladores
(basal), en presencia de oligomicina (leak) y en presencia de FCCP (desacoplado). Los valores
representan la media = DS de tres experimentos independientes. * y *** representan los valores

que presentan diferencias significativas con

respectivamente.

respecto al control

a p<0,05 y p<0,001,
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4.3.5 Determinacion de ERO
Las alteraciones en el consumo de oxigeno, pueden generar aumento en las ERO que podrian
explicar el efecto citotoxico y abrir perspectivas de aplicacion de los compuestos hibridos 3k, 3e,
3] y 3a. La figura 34 contiene los resultados obtenidos con el ensayo de DCFH-DA, donde es
posible evaluar la generacién de peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo. Los resultados
muestran que el compuesto 3k no presenta aumento significativo de las ERO en los hepatocitos,
mientras que el compuesto 3e presenta un considerable aumento (>300% con respecto al
control), superior a los resultados obtenidos con H,O, tomado como control positivo del ensayo.
Por su parte, los compuestos hibridos 3j y 3a generan aumento estadisticamente significativo en
las ERO en las células HepG2. Es de resaltar que el compuesto 3a desencadena un considerable
aumento de ~280% con respecto al control, resuttado comparable con aquel obtenido para el
H,O, tomado como control positivo del ensayo. Igualmente, es posible observar que los
compuestos hibridos que no contienen cloro en la posicion 6 de la THQ presentan mayor

generacion de ERO.
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Figura 34. Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) después del tratamiento con los
compuestos hibridos 3k, 3e, 3j y 3a (25 pM). Las células HepG2 fueron pre-tratadas con DCFH-
DA disuelto en PBS, tratadas con los compuestos hibridos y la lectura de la fluorescencia se
realizd durante 240 minutos. Los experimentos representan la media + DS del triplicado de tres
experimentos independientes. ElI compuesto 3e, 3j, 3a y el HyO, presentan diferencias
significativas con respecto al control p<0,05.

4.4 Discusion

Los isozaxoles y las tetrahidroquinolinas (THQ) son compuestos heterociclos cuyos derivados
han presentado diversas propiedades farmacoldgicas como anti-inflamatorios, antibacteriales,
antifingicos, anticonvulsivos, antivirales, analgésicos, antioxidantes, antituberculosis,
antitumorales, antidepresivos y antitumorales (Hou et al., 2013; Reddy et al., 2013; Rudenko et
al., 2014; Darwish, 2014; Diana et al., 2014). Con el objetivo de potenciar sus propiedades
farmacoldgicas fueron sintetizados compuestos hibridos de THQ-isozaxoles y su actividad
antitumoral fue evaluada en cuatro lineas tumorales y una linea normal. Los resultados obtenidos
permitieron escoger cuatro compuestos con relacion estructural, que presentaron actividad

citotoxica apreciable en células de hepatocarcinoma (HepG2). A continuacion se presenta la
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discusion de los resultados obtenidos, teniendo en cuenta la relacion estructural que presentan los

compuestos hibridos analizados:

4.4.1 Compuestos hibridos 3k Y 3e

La figura 30E nos permite observar las estructuras quimicas de los compuestos 3k y 3e que
corresponden a hombdlogos estructurales que sélo difieren en el sustituyente de la THQ
Igualmente, es posible observar que el compuesto 3e (CCsp= 10,9 + 4,5) presenta mayor efecto
citotoxico que su homologo 3k (CCsp = 27,6 = 1,6), lo cual confirma la influencia del
sustituyente de la THQ y muestra que el metilo como donador de densidad electronica, genera

mayor efecto citotoxico que el cloro de naturaleza quimica opuesta.

El ensayo de MTT (Figura 30) y el analisis morfologico (Figura 31) confirmaron el efecto
citotoxico de los hibridos 3k y 3e en las células HepG2; y el analisis en hepatocitos mostré que
los compuestos no presentan efecto citotoxico en estas células, después de 24 h de tratamiento
(Figura 32). La selectividad de los hibridos pone de manifiesto el potencial quimioterapéutico de
estos compuestos, conociendo que el balance entre los efectos terapeltico y toxicoldgico de un

compuesto candidato determina su aplicacion farmacedtica (Cavalcanti et al., 2012).

La figura 33 mostré que el hibrido 3k inhibe el estado basal y el estado desacoplado, lo cual
indica que ese compuesto altera la CTE, resultado que es consistente con los analisis realizados
en mitocondrias aisladas de higado de rata realizados en el grupo de investigacion, donde el
compuesto 3k exhibe una inhibicion del estado 3 en ~20% en presencia de los dos substratos
oxidables glutamato y succinato, ademas de inhibicion de ~20% en la actividad de la NADH
oxidasa y de ~40% en la NADH citocromo ¢ reductasa (Alvarez, 2016). Estos resultados se

correlacionan con una clara inhibicién en el transporte de electrones.
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Por su parte el compuesto 3e (25 pM), no presenta un aumento significativo en la respiracion
del estado basal, ni en el estado leak de la respiracion de células HepG2, pero si una disminucion
significativa en el estado desacoplado. Sin embargo, en los andlisis realizados en mitocondrias
aisladas de higado de rata, este compuesto genera un aumento en ~20% en el estado 3 (con
glutamato como sustrato) y de ~30 y 50% en el estado 4, para las concentraciones de 5y 25 UM,
respectivamente (Alvarez, 2016). Estos resultados sugieren que el compuesto 3e inhibe el
transporte de electrones en el estado desacoplado de las células cancerigenas, pero también
estimula a la mitocondria de células normales para que respire mas rapido, sugiriendo que el
compuesto hibrido 3e podria corresponder a un inhibidor-desacoplador de la sintesis de ATP.
Este comportamiento permitiria explicar su actividad citotoxica, tal como lo evidencian diversos
estudios de agentes desacoplantes con actividad antitumoral (Vidau et al., 2011; Pardo-Andreu et
al., 2011). Ahora bien, las diferencias en los resultados obtenidos en los dos modelos
experimentales, pueden ser producto de la disponibilidad del compuesto en los hepatocitos que
podria dificultar el acceso del compuesto a las mitocondrias, y por ende la obtencion de efectos

significativos en los parametros de respiracion mitocondrial (estados basal y leak).

Como una aproximaciéon para conocer el mecanismo de accion de los hibridos, se establecio si
los compuestos aumentaban las ERO. La figura 35 mostrd, mediante el ensayo de DCFH-DA,
que el hibrido 3e gener6 un enorme aumento (>300%) en la generacién de ERO, con respecto al
control. Este resultado podria ser consecuencia de la disminucion en el estado desacoplado, el
aumento en el consumo de oxigeno en los estados 3 y 4, y en ~25% en la actividad del complejo
I, mostrada por el compuesto 3e (Alvarez, 2016). Teniendo en cuenta que la CTE es el principal

productor de estas especies reactivas, mediante los complejos I, I, 1ll y ubisemiquinona
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(Sabharwal & Schumacker, 2014). Por su parte, el hibrido 3k aunque altera la CTE, no generd

diferencias significativas en las generacion de ERO, con respecto al control.

Aungue los compuestos hibridos 3k y 3e son homologos estructurales que se diferencian sélo
en el sustituyente de la posicion 6 de la THQ, presentan diferentes efectos citotoxicos sobre las
células HepG2 vy sobre la bioenergética mitocondrial, pero no afectan la viabilidad de hepatocitos
de higado de rata. Esto indica que el sustituyente metil en la THQ del compuesto 3e, podria
generar un efecto inhibidor-desacoplador, que permite el aumento en las ERO y que genera el
efecto citotoxico. Mecanismos similares al observado por el hibrido 3e se han reportado para
compuestos quimioterapéuticos usados actualmente como el trioxido arsénico (TRISENOX) y la
familia de productos naturales acetogeninas annonaceae (ACG), cuyo efecto citotoxico se ha
relacionado con la alteracion en el transporte de electrones en la mitocondria, generando el
incremento en los niveles de ERO vy la posterior muerte de las células tumorales (Fantin & Leder,

2006; Montero & Jassem, 2011).

En definitiva, el compuesto 3k afecta la CTE por inhibicién del complejo Il y el hibrido 3e
podria ejercer un efecto dual de inhibidor-desacoplador al inhibir el complejo 11l y activar el
complejo I. Estos resultados sugieren que los compuestos hibridos 3k y 3e podrian ser usados en
terapias conjuntas con inhibidores de glucolisis o inhibidores de importantes cascadas de
sefializacion como AKT/PI3K; y asi generar efectos a nivel energético y/o biosintético que
permitan eliminar y/o inhibir la proliferacion de las células tumorales. Tal como lo muestran los
resultados publicados en varios estudios recientes, las células cancerosas parece ser mas
susceptibles a los tratamientos combinados y a su vez, éstos podrian ser una alternativa en los
casos cada vez mas comunes de resistencia a la quimioterapia y a la terapia dirigida (Jakub et al.,

2013; Jofa et al., 2013).
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4.4.2 Compuestos hibridos 3j Y 3a

Los compuestos hibridos 3j y 3a corresponden a homdlogos estructurales que comparten el
sustituyente fenil en la posicion 3 del isoxazol y sélo difieren en un sustituyente cloro en la
posicion 6 de la THQ. El ensayo de MTT mostrd que los compuestos presentan actividad
citotdxica comparable, el compuesto 3j CCsp= 5,2 + 1,9 y el compuesto homologo 3a CCsg = 6,8
+ 0,71 (Figura 30C y 30D). En cuanto a su toxicidad no es posible establecer diferencias
significativas que puedan relacionarse con sus diferencias estructurales. Sin embargo, al avanzar
en este documento serd posible establecer si hay diferencias en sus efectos en células hepaticas

normales, bioenergética mitocondrial y la formacion de ERO.

Los bajos valores de las CCso obtenidas para los hibridos 3j y 3a y el evidente efecto de los
compuestos sobre la morfologia celular (Figura 31C y 31D) demuestran el efecto citotoxico de
los compuestos. Sin embargo, uno de los criterios mas importantes en una droga para el cancer es
que no genere 0 genere pocos efectos secundarios en las células normales de los pacientes
sometidos a quimioterapia. En este sentido, la figura 32 mostré que el compuesto 3a es selectivo

en todas las concentraciones evaluadas y el hibrido 3j en concentraciones altas mayores de 50

HM.

Por su parte, la figura 33 mostro que el compuesto 3j presenta inhibicion en ~74,3% en el
estado basal y ~52,6% en leak para la concentracion de 25 UM vy en el estado desacoplado de
~54,1% y ~81,2% para las concentraciones de 5 y 25 pM, respectivamente (Figura 33). Estos
resultados coinciden con aquellos obtenidos con mitocondria aislada de higado de rata
(realizados en el grupo de investigacion), donde el compuesto hibrido 3j genera inhibicion del

consumo de oxigeno en el estado 3 para las concentraciones de 5 y 25 UM de ~45 y 50% para
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glutamato-malato y de ~25 y 50% para succinato; y en el estado 4, para la concentracién de 25
UM de ~25% con el succinato como sustrato (Alvarez, 2016). Estos resultados pueden ser
consecuencia de la inhibicion de la NADH y succinato citocromo ¢ reductasa en ~40 y 15% y de
la ATP asa en ~10%, tal como lo mostr6 el analisis del efecto del compuesto sobre los complejos
de la CTE (Alvarez, 2016). Ademas, de la despolarizacion de la membrana mitocondrial que

genera el hibrido (ver capitulo 2).

Igualmente, el compuesto hibrido 3a presenta reduccion en el consumo de oxigeno en los
estados basal y desacoplado a la concentracion de 25 pM. Estos resultados son consistentes con
aquellos encontrados en los analisis realizados en mitocondria de higado de rata donde se
observo disminucion en el consumo de oxigeno en el estado 3 para las concentraciones de 5 y 25
MM de ~50 y 54%, en presencia de glutamato-malato, y de 20 y 40% para succinato; y en el
estado 4 para 5 y 25 pM de ~ 25%, usando succinato como sustrato. Probablemente, como
resultado de la inhibicion en la NADH citocromo c reductasa (~15%) que ejerce el hibrido

(Alvarez, 2016).

Estos resultados sugieren que el compuesto hibrido 3j se comporta como un inhibidor de la
CTE y consecuentemente de la sintesis de ATP. El efecto que presenta en el estado leak podria
indicar que el compuesto tiene un efecto a nivel de membrana o de los complejos de la cadena
respiratoria, alterando la conductancia de protones a través de ésta. Sin embargo, la respiracion
relacionada con el escape de protones depende de la fuerza proton-motriz. De modo que cambios
en ésta, pueden generar alteracion de la respiracion en el estado leak sin cambiar la conductancia
del protones de la membrana interna (Divakaruni et al., 2014). Estos resultados confusos se
pueden presentar cuando hay alteraciones en la respiracion en el estado leak y en el estado

desacoplado (como en el caso del presente estudio); lo cual plantea la necesidad de realizar
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mediciones simultaneas de la respiracion en el estado leak y del potencial de membrana, y
analizar la diferencia en el consumo de oxigeno al mismo potencial (tratamiento y control), y asi
establecer si realmente hay alteracién en la conduccion de protones en la membrana interna o si
la disminucion en el consumo de oxigeno es producto del potencial de membrana alterado por el
efecto inhibitorio en la CTE que genera el compuesto usado en el tratamiento (Divakaruni &

Brand, 2011; Kiepert & Jastroch, 2014).

Los andlisis realizados en mitocondrias aisladas de higado de rata, para el efecto del hibrido
3a sobre las enzimas de la CTE, sélo mostraron efecto sobre el complejo 1ll, y se ha establecido
que los complejos I, 11 y Il son los principales sitios de formacion de ERO en la CTE. Sin
embargo, existen mas vias asociadas a la CTE, ciclo de Krebs y [3-oxidacion, donde puede
generar radical superoxido y peroxido de hidrogeno. Enzimas como glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa, NADH y succinato deshidrogenasa, dihidroorotato deshidrogenasa y la
drihidrolipoamida deshidrogenasa, 2-oxoglutarato deshidrogenasa y la piruvato deshidrogenasa,
contienen grupos prostéticos (Flavin adenina dinucleotido, flavin mononucleétido) como
estaciones electronicas que potencialmente podrian generar ERO (Quinian et al., 2014). Otras
enzimas como la aconitasa contiene un centro [4Fe-4S]?*, que potencialmente podria generar
ERO, pero también es inactivada por el radical superoxido (Garner, 1997). En este sentido, el
evidente aumento en las ERO, como efecto del compuesto 3a podria ser resultado de la
inactivacion de una o mas de las proteinas del CAT descritas anteriormente. ESto a su vez
permitiria atribuir el efecto inhibitorio en la CTE a una disminucion en los sustratos oxidables
que van a participar del proceso de fosforilacién oxidativa. Por su parte, la generacion de ERO

por parte del compuesto hibrido 3j podria ser atribuido a la inhibicion en el paso del electrones



116
NUEVOS HIBRIDO CON ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

del complejo | al Ill, probablemente por accion del radical transitorio ubisemiquinona generador

de radical superoxido (Sabharwal & Schumacker, 2014).

Los compuestos hibridos 3j y 3a son homologos estructurales, que se diferencian solo en un
atomo de cloro como sustituyente de la THQ, presentan efectos citotoxicos comparables sobre
las células HepG2, afectan la CTE, generan ERO y no afectan la viabilidad de hepatocitos de
higado de rata, en bajas concentraciones, para el caso del compuesto 3j y en todas las
concentraciones evaluadas para el hibrido 3a. En este sentido, es posible notar que el sustituyente
cloro en la posicion 6 de la THQ genera un efecto inhibidor de la CTE, mientras que el
sustituyente metil le aporta mayor capacidad para generar ERO y mayor selectividad con las
células cancerigenas, aunque son caracteristicas diferentes les permiten tener efectos citotdxicos

comparables.

En este sentido, la alta selectividad que presenta el hibrido 3a por las células tumorales y altos
niveles de ERO podrian constituir un elemento causativo y no una consecuencia del efecto sobre
la CTE. La generacion de ERO se ha relacionado con el inicio-progresion del cancer, con la
generacion de resistencia al tratamiento en terapia dirigida, se ha reportado que agentes
citotdxicos clasicos como las antraciclinas, doxorubicina y epirubicina modulan el balance
REDOX en la célula, y se ha establecido que las células tumorales son susceptibles a
tratamientos que generen estrés oxidativo porque presentan menor defensa antioxidante y niveles
mayores de ERO, comparadas con las células normales (Montero & Jassem, 2011; Dunn et al.,
2015; Okon & zou, 2015; Fulda, 2016). Asi, los altos niveles de ERO generados por la accion
del compuesto 3a podrian constituir el mecanismo que altera la CTE y afecta selectivamente la

viabilidad de las células tumorales HepG2.
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Ahora bien, el compuesto hibrido 3j es selectivo a bajas concentraciones y presenta un
marcado efecto inhibitorio sobre la CTE, afecta el potencial de membrana y por ende la sintesis
de ATP. Otros compuestos que se encuentran actualmente en estado preclinico han mostrado
efectos similares a los encontrados con el hibrido 3j, la rodamina 123 (Rh123) ha sido asociada
con efecto inhibitorio de la ATPasa, la actividad de la rodocianina (MKT-007) se ha relacionado
con un efecto a nivel de membrana mitocondrial y el derivado F16 del piridinium se ha

reconocido como inhibidor de la respiracién mitocondrial (Fantin & Leder, 2006).

En este sentido, el efecto del compuesto 3j sobre la respiracion mitocondrial es coherente con
la tendencia actual, de orientar el tratamiento hacia inhibidores de la produccion de ATP como
una estrategia terapéutica viable contra el cancer. Teniendo en cuenta que el centro de muchos
tumores solidos sobrevive con pocos nutrientes, glucosa y oxigeno. No obstante, la CTE es capaz
de funcionar dptimamente en niveles tan bajos de oxigeno como 0,5%. Por lo tanto, los tumores
mal perfundidos pueden ser eliminados con farmacos que bloqueen la produccién de ATP
mitocondrial (Bhal et al., 2015). Asimismo, la inhibicion de la produccion de ATP mitocondrial
se podria sinergizar con terapias que disminuyen la glucdlisis, tales como inhibidores
clinicamente utilizados de la via de sefializacion PIsK (Weinberg & Chandel, 2015; Hartung,
2015). Una consideracién a tener en cuenta es que las células normales también usan ATP
mitocondrial y esto limitaria el uso del farmaco; una alternativa al respecto es que las células
cancerosas capturen selectivamente los inhibidores del ATP mitocondrial, en comparacion con
las células normales, o que el efecto sea selectivo a bajas concentraciones que presenten efecto
citotoxico sobre las células tumorales, como en el caso de los resultados presentados en este

estudio.
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4.4.3 Compuestos hibridos 3k Y 3j

A continuacion se presenta una discusion en términos de la estructura de los compuestos 3k y 3j

basado en el andlisis realizado anteriormente a los dos compuestos.

Los compuestos hibridos 3k y 3j son homologos estructurales que comparten el sustituyente
cloro en la posicién 6 de la THQ y se diferencian en el sustituyente metoxifenil en la posicién 3
del isoxazol. El ensayo de MTT mostré que el hibrido 3j (CCso= 5,2 + 1,9) presenta mayor
citotoxicidad que su homodlogo 3k (CCso = 27,6 = 1,6). Estos resultados muestran que el

responsable del marcado efecto citotoxico es el sustituyente fenil del isoxazol.

Por su parte, en la figura 34 es posible observar un patron de aumento de las ERO similar. Sin
embargo, se observa un ligero crecimiento en la linea de tendencia del hibrido 3j en los primeros
60 minutos de monitoreo del ensayo, y que permitieron observar diferencias significativas en la
generacion de ERO con respecto al control. Lo cual indica que aunque los dos compuestos

afectan la CTE (Figura 33), s6lo el hibrido 3j aumenta las ERO de forma significativa.

En este sentido, el compuesto hibrido 3k afecta la CTE en los estados basal y desacoplado de
células HepG2 (Figura 33) e inhibe el estado 3 en mitocondrias aisladas de higado de rata
(Alvarez, 2016). Por su parte, el compuesto 3j afecta todos los estados de respiracion en células
HepG2 vy los estados 3 y 4 en mitocondrias aisladas. De acuerdo al andlisis de las enzimas de la
CTE, el hibrido 3k afecta la NADH oxidasa y el complejo Ill; mientras que el compuesto 3j
afecta el complejo Ill, la ATPasa (Alvarez, 2016) y el potencial de membrana (ver capitulo 2
(compuesto 3j en células HepG2)). Estos resultados indican que los dos compuestos afectan la
CTE y como consecuencia la sintesis de ATP. Pero, el hibrido 3j ademéas de afectar el flujo de

electrones y el potencial de membrana mitocondrial, afecta de forma directa la formacion de
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ATP, al inhibir la ATPasa. Esto muestra que el sustituyente fenil del isoxazol es el responsable
de la disminucion efectiva de los niveles de ATP, lo que podria generar una crisis energética en
la célula y explicar el marcado efecto citotoxico. Estas observaciones también permiten explicar
que el hibrido 3k sea més selectivo que su homblogo 3j, teniendo en cuenta que tal como se ha
reportado en la literatura, los compuestos que afectan la CTE emergen como una alternativa en el
desarrollo de nuevas terapias, pero también representan un reto en términos de selectividad por
las células tumorales, teniendo en cuenta que las células normales generan el ATP que requieren
a través de la CTE y podrian verse muy afectadas por el potencial farmaco (Wen et al., 2013;

Olszewka & Szewczyk, 2013).

4.5 Conclusiones

- Los compuestos hibridos de THQ-isozaxoles, 3k, 3e, 3j y 3a, presentan efecto citdtoxico
sobre las células de hepatoma (HepG2) a través de distintos mecanismos de accion

antitumoral.

- Los homologos estructurales 3j y 3a presentan mayores efectos citotoxicos sobre las células
HepG2, mientras que los homdlogos 3k y 3e presentan mayor selectividad por las células

tumorales.

- Los compuestos hibridos homdlogos que comparten como sustituyente del isoxazol en la
posicion 3 el metoxifenil, presentan mayor efecto citotdxico con un sustituyente donador de
densidad electronica como el metil en la posicion 6 de la THQ. Sin embargo, cuando los
hibridos homologos comparten el sustituyente cloro en la THQ, presentan mayor efecto

citotbxico comparado con el primer caso, con un sustituyente del isoxazol, menos
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voluminoso, como el fenil. En definitiva, la caracteristica estructural que determina el efecto

citotdxico en las células HepG2 es el sustituyente del isoxazol.

- El homdlogo estructural 3k inhibe la transferencia mitocondrial de electrones sin produccion
significativa de ERO; mientras que su homologo 3e se comporta como un inhibidor-
desacoplador que genera altos niveles de ERO, probablemente responsables de su efecto

citotdxico.

- El homologo estructural 3j podria inducir muerte celular por medio de su accion inhibitoria en
la CTE y en la sintesis de ATP, mientras que el hibrido 3a aumenta las ERO que podrian
indirectamente afectar la CTE. Estas diferencias en los mecanismos de accion antitumoral
explicarian las diferencias en selectividad en los homélogos 3j y 3a. Teniendo en cuenta que
las células normales generan ATP de preferencia mitocondrial, pero mantienen su defensa

antioxidante intacta.
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4. Recomendaciones
- Realizar ensayos especificos de apoptosis, necroptosis y autofagia que permitan confirmar el
mecanismo de muerte celular inducido por el compuesto hibrido 3j en células cancerigenas

HepG2 y A549.

- Evaluar marcadores especificos de apoptosis que permitan confirmar el mecanismo de muerte
inducido por el compuesto 3c en las células Hela; y evaluar la viabilidad celular del

compuesto en una linea celular normal de cuello uterino.

- Evaluar el efecto de los compuestos 3j y 3a en enzimas antioxidantes, con el propdsito de
relacionarlo con la actividad citotoxica y el aumento en los niveles de especies reactivas de

oxigeno en células HepG2.

- Realizar estudios in vivo del efecto del compuesto 3j en hepatocarcinoma y en células

hepaticas normales.
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5. Divulgacion de resultados
El trabajo “Cytotoxic activity of tetrahydroquinoline-isoxazole hibrid compounds in céncer cell
lnes”, presentado en el 23rd International Congress of the IUBMB and 44th Annual Meeting of
the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBq) en Foz do Iguacu del 24

al 28 de agosto de 2015.

El trabajo “Synthesis and in vitro evaluation of cytotoxic effect on cervical cancer cells (HelLa)
of tetrahydroquinoline-isoxazole hybrid derivatives” publicado en el volume 9, issue 5 de la

revista Research Journal of Pharmaceutical, Biological and chemical sciences.
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Apéndice A. Estructuras quimicas y nomenclatura de los compuestos evaluados en el

proyecto
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