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Resumen Espafiol

Titulo:  Identificacion De Las Alteraciones Metabdlicas En La Linea Celular A549 De
Céncer De Pulmén Durante Su Interaccion Con EI Compuesto (R/S)-1-(6-Cloro-1-((3-
Fenilisoxazol-5-11)-Metil)-1,2,3,4-Tetrahidroquinolin-4-Il) Pirrolidin-2-Ona (Thg-1z-J3)

Autor: Lizeth Dayana Ledn Carrefio

Palabra Clave: Cancer De Pulmén, Metaboldmica, Gc-Ms

Descripcion:

El cancer de pulmdn es la principal causa por muerte de cancer en el mundo, dado que tiene
opciones limitadas de tratamiento y generalmente se detecta en un estado avanzado. Por tanto, el
estudio y desarrollo de compuestos efectivos contra esta enfermedad se convierte en una ardua
tarea para la comunidad cientifica. Estudios anteriores sobre el compuesto sintético tipo
tetrahidroquinolina-isoxazol, THQ-1Z-J3, mostraron actividad citotoxica sobre las células
tumorales de pulmdn, sin afectar las células sanas. Por esta razon, con el fin de evaluar la
interaccion del compuesto THQ-1Z-J3 en la linea celular A549 de cancer de pulmon y conocer las
posibles alteraciones metabodlicas generadas, se realizé un andlisis por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas y posterior anélisis estadistico de los datos por métodos uni-
y multivariados. Metabolitos involucrados en el ciclo de Krebs, glucélisis y ruta de las pentosas
fosfato fueron tentativamente identificados y relacionados con cambios metabdlicos ocurridos
posterior al tratamiento. La alteracién de las rutas metabdlicas identificadas en el estudio, estan
estrechamente relacionadas con la produccion de energia a nivel celular, por cuanto permite
explicar la inhibicion en la proliferacion celular generado en la linea celular A549. A pesar de que
estudios adicionales son necesarios para fundamentar y correlacionar los perfiles quimicos de la
linea celular de cancer de pulmén aqui reportados, con su nivel de expresion de los genes y
proteinas implicadas en las vias metabodlicas identificadas como afectadas, es importante resaltar
que el estudio abre un panorama interesante para proponer este tipo de compuestos quimicos como
moléculas promisorias en la busqueda de nuevas alternativas quimioterapéuticas para enfrentar el
cancer de pulmaén.

Trabajo de grado
Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, director William Fernando Hidalgo Bucheli
Quimico, M.Sc. Ph
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Abstrat
Title: Identification Of Metabolic Alterations In The A5549 Lung Cancer Cell Line During The
Interaction With The Compound (R/S)-1-(6-Chloro-1-((3-Phebylisoxazol-5-11)-Methyl)-1,2,3,4-
Tetrahydroquinolin-4-11) Pirrolidin-2-One (Thg-1z-J3)
Author: Lizeth Dayana Ledn Carrefio
Keywords: Lung Cancer, Metabolomic, Gc-Ms
Descripcion:

Lung cancer is the world's leading cause of cancer death, as it has limited treatment options and
is usually detected at an advanced stage. Therefore, the study and development of effective
compounds against this disease becomes an arduous task for the scientific community. Previous
studies on the synthetic tetrahydroquinoline-isoxazole compound, THQ-1Z-J3, showed cytotoxic
activity on lung tumor cells, without affecting healthy cells. For this reason, to evaluate the
interaction of the compound THQ-1Z-J3 in the A549 lung cancer cell line and to unravel the
possible metabolic alterations generated, a metabolomic approach based on gas chromatography
coupled to mass spectrometry analysis with subsequent statistical analysis of the data by univariate
and multivariate methods was carried out. Metabolites involved in the Krebs cycle, glycolysis and
the pentose phosphate pathway were tentatively identified and related to metabolic changes that
occurred after treatment. The alteration of the metabolic pathways identified in the study are
closely related to the production of energy at the cellular level, since it allows to explain the
inhibition on cell proliferation generated in the A549 cell line. Although additional studies are
necessary to substantiate and correlate the chemical profiles of the lung cancer cell line reported
here, with their level of gene expression and proteins involved in the metabolic pathways
identified as affected, it is important to highlight that this study opens up an interesting outlook to
propose this type of chemical compounds as promising molecules in the search for new
chemotherapeutic alternatives to face lung cancer.

Degree work
Faculty of Sciences, School of Chemistry, director William Fernando Hidalgo Bucheli
Chemist, M.Sc. Ph
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Introduccion

“Céncer” es un término que causa panico en el hombre, y no es para menos, éste se atribuye a
un gran namero de enfermedades que afectan cualquier parte del organismo; caracterizandose por
la multiplicacion veloz de células anormales mas alla de los limites, invadiendo cualquier érgano
en un proceso denominado metastasis (Risch & Plass, 2008). De esta manera, el cancer se ha
convertido en la segunda enfermedad que cobra mé&s vidas en el mundo. En el 2018, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) registr6 18’ 078 .957 de casos nuevos de personas con
cancer y 9°555.027 de defunciones a causa de esta enfermedad. Entre los tipos de cancer de mayor
incidencia a nivel mundial se encuentran el mamario (11.6%), colorrectal (10.2%), préstata
(7.1%), estomacal (5.7%), hepético (4.7%) y pulmonar, siendo éste Gltimo, el de mayor incidencia
en el mundo con 2°093.897 (11.6%), y 1°761.007 de defunciones para el afio 2018 (Bray, Ferlay,
& Soerjomataram, 2018). Ademas, en Colombia, segun las cifras reportadas por la OMS para el
mismo afio, se registraron 5.856 casos nuevos de cancer pulmonar y 5.236 muertes a causa de éste
carcinoma (Risch & Plass, 2008; World Health Organization, 2019). Asi mismo, en Colombia, en
los afios comprendidos entre 2007-2011, segun el DANE hubo 19.413 muertes a causa de éste

carcinoma, de las cuales 801 corresponden al departamento de Santander (Cancerologia, 2017)

Ante la alta tasa de mortalidad, la ciencia ha desarrollado diferentes tratamientos contra ésta
enfermedad entre los cuales se contemplan la cirugia, quimioterapia y radioterapia, métodos
utilizados con base en la histologia de tumor pulmonar que presenten los pacientes:

adenocarcinoma, carcinoma, epidermoide, microcitico (CPM) o no microcitico (CPNM) (Castro
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Carpeo, Belda-Iniesta, Feliu Batlle, & Gonzéalez Barn, 2006). Ademas, el procedimiento a seguir
también depende del estadio, edad, funcién pulmonar y comorbilidad (Resano Barrio & Anta
Mejia, 2014). La cirugia siempre es la mejor opcion cuando el tumor esta limitado a un hemitérax
(Mozo, Carro, Cirauqui, & Costa, 2001), se encuentra en la fase 1 y Il y el paciente la tolere,
aungue solo es posible en el 21- 25% de los casos (Resano Barrio & Anta Mejia, 2014). La
quimioterapia es el tratamiento estdndar cuando la enfermedad estd localmente avanzada y
diseminada (Mozo et al., 2001), la mediana de supervivencia es de 12 meses para la enfermedad
diseminada y 18 meses para la local. No obstante, s6lo un 14% de los enfermos logra sobrevivir
después de tres afios (Castro Carpeo et al., 2006); de igual forma, para éste tipo de cancer la
radioterapia convencional radical es una alternativa a la cirugia en pacientes no aptos para ella, se
utiliza comunmente combinada con la quimioterapia (Sdnchez Hernandez, 1zquierdo Alonso, &
Almonacid Sanchez, 2006); lamentablemente ésta presenta efectos secundarios como
radiodermitis, neumonitis, fibrosis pulmonar, entre otros, dependiendo de la dosis utilizada (Mozo

etal., 2001).

A pesar de los innumerables esfuerzos por vencer esta enfermedad, pareciera que sale invicta
sin importar con lo que se le ataca, pues ninguno de los farmacos utilizados actualmente expresa
efectividad total. Y aunque existe una variedad de agentes activos como el cisplatino, carboplatino,
doxorrubicina, vinblastina, entre otros (Gonzalez, Yustos, Martinez, & Soto, 2009; Mozo et al.,
2001), estos presentan efectos secundarios negativos a nivel hematologico y de nefrotoxicidad.
Ademas, de que las células cancerigenas han expresado resistencia a la quimioterapia (Gonzélez

et al., 2009).
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Por esta razén, y ante la ausencia de nuevas moléculas farmacoldgicas, el grupo de investigacion
“Compuestos Orgénicos de Interés Medicinal —CODEIM” basandose en las propiedades
anticancerigenas de las tetrahidroguinolinas e isoxazoles, sintentiz6 el nuevo compuesto hibrido
(R/S)-1-(6-Cloro-1-((3-fenilisoxazol-5-il)-metil)-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-4-il) pirrolidin-2-ona
(THQ-1Z-J3). Estos compuestos fueron evaluados por primera vez por el grupo de investigacion
en Bioquimica y Microbiologia —GIBIM - fueron prometedores; ya que presentaron citotoxicidad
sobre las celulas tumorales de pulmon, sin afectar las células sanas (Guiza, Bueno, Mendez-
sanchez, & Bohdrquez, 2019). Con base en lo anterior, los grupos de investigacion GIBIM y
CODEIM plantearon la necesidad de evaluar la interaccion del compuesto THQ-1Z-J3 en la linea
celular A549 de cancer de pulmon dando asi vida al presente proyecto de grado. Por tanto, en el
presente estudio, se aplicd un andlisis metabdlico basado en cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas el cual permitié explorar y analizar las rutas metabolicas afectadas por
dicho compuesto, resultados que permiten posicionar al compuesto THQ-1Z-J3 como un posible

candidato terapéutico para el tratamiento del cancer de pulmén.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar cambios metabdlicos in vitro generados en la linea celular A549 (cancer de pulmon)

tratadas con el  compuesto  (R/S)-1-(6-cloro-1-((3-fenilisoxazol-5-il)-metil)-1,2,3,4-

tetrahidroquinolin-4-il)pirrolidin-2-ona.

1.2 Objetivos Especificos

v Analizar el perfil metabélico del cultivo celular A549 durante su interaccion con (R/S)-1-(6-

cloro-1-((3-fenilisoxazol-5-il)-metil)-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-4-il)pirrolidin-2-ona.

v' Identificar y cuantificar los metabolitos diferencialmente expresados.

v Proponer las posibles rutas metabélicas afectadas por el tratamiento con el compuesto (R/S)-

1-(6-cloro-1-((3-fenilisoxazol-5-il)-metil)-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-4-il)pirrolidin-2-ona.
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2. Cuerpo del Trabajo

2.1 Marco Referencial

2.1.1 Epidemiologia. Durante muchos afios el cancer de pulmoén ha sido el mas comun,
Ilegando a ser la causa mas usual por muerte de cancer en todo el mundo, tanto asi que para el afio
2018 segln datos estadisticos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud fue el
responsable de la muerte de 1.79 millones de personas, el 18.4% del total de muertes a causa de
cancer (Bray et al., 2018). En Colombia, segun el Instituto Nacional de Cancerologia, en el periodo
2007-2011 se presentaron 19.413 muertes a causa de tumor maligno de traguea, bronquios y
pulmon; de las cuales 11.740 corresponden a hombres y 7.673 defunciones a mujeres

(Cancerologia, 2017).

Ademas, el hecho de que el cancer de pulmon sea uno de los més letales a nivel mundial se
debe a que su deteccion ocurre en los estadios mas avanzados de la enfermedad (111 o 1) (Moreno,
Bruges, Arboleda, & Jaramillo, 2016). Se ha establecido que la relacion global entre la incidencia
y la mortalidad es de 0,87 (Cancer Today, 2017; Moreno et al., 2016); mientras que en Colombia,
el impacto en mortalidad de la enfermedad presenta una tasa de letalidad muy cercana al 100%

(Moreno et al., 2016).
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2.1.2 Etiologia del cancer de pulmon. Existen diversos factores de riesgo que influyen en el
desarrollo del cancer de pulmén, como los ambientales, ocupacionales, carga genética, entre otros;

pero el mayor culpable es el tabaquismo (Resano Barrio & Anta Mejia, 2014).

2.1.2.1 Tabaquismo. Este es el principal factor de riesgo, pues cerca del 90% de todos los
canceres de pulmdn estdn directamente relacionados con el consumo de tabaco (Exposito,
Gonzélez, Castillo, Losada, & Soto, 2009). Para un fumador, el riesgo de padecer cancer de
pulmén esté ligado al numero de cigarrillos consumidos por dia, el tiempo que lleva practicando
éste habito, la edad de inicio, la profundidad de inhalacion del humo y la cantidad de nicotina y
alquitran presentes en los cigarrillos (Resano Barrio & Anta Mejia, 2014). Ademas de éstas existen
otras 3000 sustancias cancerigenas producto de la combustidn, capaces de producir dafios en el
ADN nuclear (Resano Barrio & Anta Mejia, 2014). El riesgo de padecer ésta enfermedad no sélo

aumenta en los fumadores directos sino también los fumadores pasivos (Exposito et al., 2009).

Al igual que los otros tipos de cancer, el cancer de pulmon es el resultado de alteraciones
genéticas, mutaciones en el ADN, con la diferencia que en éste existe un factor externo, el humo
de tabaco, culpable de la inflamacién en el tracto respiratorio que influye en el estrés oxidativo
aumentando el riesgo y progresion del cancer de pulmon (Tardon, 2014). Esto se ocasiona gracias
al humo del tabaco, entre otros factores, el cual origina la expresion de citosinas, las interleucinas
(IL) 4, 6, 8y 10, que actuan inhibiendo la apoptosis, obstaculizando los mecanismos de reparacion

celular y favoreciendo la angiogénesis (Tardon, 2014).
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2.1.2.2 Factores genéticos. Aunque el adenocarcinoma pulmonar esta fuertemente ligado con
el tabaquismo, también puede presentarse por predisposicion hereditaria, pues se han encontrado
casos de pacientes con carcinoma pulmonar de células no pequefias (CPNM) que nunca habian
fumado, pero tenian antecedentes familiares (Kanwal, Ding, & Cao, 2016). Por lo tanto, existe un
posible vinculo entre las mutaciones de receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y

el desarrollo de dicha enfermedad (Kanwal et al., 2016) (Pass, Ball, & Scagliotti, 2017).

Asi mismo, el riesgo de desarrollar cancer de pulmdn familiar esté relacionado con la regién
cromosOmica 15¢q24-25.1, con aquellos que poseen dos copias de los alelos rs8034191, rs1051730
y con un miembro regulador de la familia de sefializacion de proteina G (RGS), RGS17, ya que
se ha demostrado la expresion del RGS17 en tejidos tumorales y su sobreexpresion aumenta la

tasa de proliferacion de células malignas (Kanwal et al., 2016).

2.1.2.3 Factores ocupacionales y ambientales. En el ambiente laboral y ambiental existen
sustancias que son eventualmente cancerigenas, como el arsénico, niquel, cromo, entre otras;
de igual manera la exposicion al asbesto contribuye con el desarrollo de la enfermedad,
dependiendo de la dosis y tipo de amianto. Lo mismo sucede en personas expuestas al radén,

humo de cocina, quemas de biomasa y escapes de diésel (Resano Barrio & Anta Mejia, 2014).

2.1.3 Clasificacion del cancer de pulmon. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS), el cancer de pulmon se presenta en dos subtipos principales tratados a continuacion.
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2.1.3.1 Carcinoma de pulmoén de célula no pequefia. También denominado carcinoma no
microcitico (CPNM), responsable del 80% de todos los casos de tumores pulmonares (Exposito
et al., 2009) y se divide en tres grupos.

a) Adenocarcinoma.

En éste grupo se incluye el carcinoma bronquioloalveolar o adenocarcinoma de crecimiento

lipidico (Resano Barrio & Anta Mejia, 2014), el cual se puede presentar de tres diferentes

formas: no mucinoso, mucinoso, e indeterminado (Resano Barrio & Anta Mejia, 2014).

Representa entre el 35-40% de los tumores pulmonares, no esta relacionado con consumidores

de tabaco y se presenta con mayor frecuencia en las mujeres (Criado Daza & Déader, 2010).

Esté relacionado con cicatrices pulmonares previas (Mozo et al., 2001), suele ser periférico

debido a que proviene de los epitelios distales y las glandulas mucinosas (Mozo et al., 2001).

b) Carcinoma de células escamosas, epidermioide o espinocelular.

Esta relacionado con el tabaco, es responsable de aproximadamente el 35% de todos los
canceres de pulmon (Mozo et al., 2001). Se manifiesta mediante tumores de localizacion central
y se caracteriza por producir queratina con desmosomas prominentes y puentes intracelulares

(Exposito et al., 2009).

c) Carcinoma de células grandes.

La agresividad de éste es del 10%, se presenta en forma de masas grandes periféricas o centrales
con constantes areas de neumonitis (Expdsito et al., 2009), histologicamente son celulas
grandes con abundante citoplasma y gran nucléolo y nacleo (Mozo et al., 2001). Un ejemplo

de ello es el carcinoma endocrino de célula grande (Aranda, Alenda, Peiro, & Peird, 2003).
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Ademas de esta clasificacion existen otros tipos de carcinomas de células no pequefias no
clasificadas que hacen parte de un 18% de casos de cancer de pulmén (Resano Barrio & Anta

Mejia, 2014).

2.1.3.2 Carcinoma de pulmén de célula pequefia. Conocido también como cancer de pulmoén
microcitico (CPM), es un tipo de tumor originado por las células neuroendocrinas del epitelio
respiratorio, el cual aparece habitualmente en fumadores, al cual se le atribuye el 15% de los casos
de cancer de pulmén. Se diferencia del CPNM ya que éste tiene una tasa de crecimiento celular
elevada y la metéstasis se produce en etapas tempranas, ademas se presentan mutaciones del gen
p53 en el 75-90% de los pacientes, pero son muy poco frecuentes las alteraciones en K-RAS

(Aranda et al., 2003).

Cabe mencionar que existen otros tipos de tumores fuera de esta clasificacion que se presentan

en el 6% de las personas que padecen esta enfermedad.

2.1.4 Biologia del cancer de pulmén. EI cancer de pulmon se desarrolla a través de un proceso
que va desde el epitelio normal bronquial a la displasia, carcinoma in situ y finalmente cancer
invasivo (Boland et al., 2017), en donde se ven afectados los genes supresores y oncogenes, lo que
conlleva a la pérdida de los mecanismos de control de crecimiento celular.(Mozo et al., 2001) Los
cambios pueden ser genéticos (por delecion o mutacion) o epigenéticos (metilacion) (Gonzéalez et

al., 2009).
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Dentro de las alteraciones genéticas mas frecuentes se encuentran las mutaciones en el gen p53,
encargado de codificar la proteina p53. La funcion del p53 cuando hay dafio del ADN es generar
un aumento de produccion de la proteina p53, lo que induce la detencion del ciclo celular en fase
G1 para permitir la reparacion del ADN. Asi, si existe una mutacion de p53, no es posible detener
la fase G1 y la célula tumoral continda dividiéndose y causando dafio celular (Gonzalez et al.,
2009).

Las mutaciones en el gen P53 ocurren en el 50% de los casos de CPNM, siendo mas dominantes
en el carcinoma de células escamosas; también se encontré que las personas con exposicion al
humo de tabaco o un historial de tabaquismo, tienen un mayor riesgo de presentar dichas

alteraciones (Kanwal et al., 2016).

También, es comin la delecion del gen de la retinoblastoma (RB) que codifica la proteina
nuclear RB, encargado de bloquear el ciclo celular ante una lesion en el ADN. Por lo cual, si hay
una mutacion en el gen RB se favorecera el crecimiento celular incontrolado impidiendo la
detenciédn del ciclo celular en casos de alteracion del ADN (Cooper, Lam, O’Toole, & Minna,

2013).

A su vez, en éste tipo de cancer se producen mutaciones en el gen KRAS (K-ras) el cual codifica
la proteina KRAS, que actla en las vias de sefializacion celular que controlan el crecimiento, la
maduracion y muerte de las células (Toloza, Morse, & Lyerly, 2006). Las deleciones en éste gen
consisten en sustituciones de un solo aminoacido en puntos de acceso localizados principalmente
en el coddn 12, pero también en los codones 13 y 61(Cooper et al., 2013) y estan presente con

mayor frecuencia en los tumores de fumadores (Westcott & To, 2013).
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Por otra parte, las alteraciones epigenéticas, estan relacionadas con los cambios ocasionados
en la expresion génica sin alteraciones en la secuencia de ADN, como la metilacion del ADN en
donde la adicién de grupos metilo al carbono 5 de las citosinas presentes en secuencias CpG
(metilacidn), silencia la expresion génica al interferir con la maquinaria de transcripcion, lo que
interviene en la progresion y diferenciacion celular porque los reguladores del ciclo, como el p16,
p21, p27, y p53, son silenciados por la metilacion. Este proceso es mediado por las enzimas ADN

metiltransferasas (La Salle & Trasler, 2006)(Bujas et al., 2011).

De igual modo las histonas, proteinas que se asocian con el ADN en el nlcleo y ayudan a
condensarlo en la cromatina; estan sujetas a modificaciones transduccionales, sus extremos N-
terminal que forman el nucleosoma sobresalen de esta estructura y son blanco de acetilaciones,
metilaciones o fosforilaciones, que pueden desfavorecer la compactacion de la cromatina y asi
cambiar la accesibilidad de la maquinaria trancripcional (Waldmann & Schneider, 2013) (Renaud
et al., 2007).

Por su parte, la hipermetilacion inactiva los genes relacionados con el control de ciclo celular,
apoptosis y reparacion del ADN. Algunos de los genes més susceptibles a metilacion son el
inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A), encargado de la inhibicién de la
ciclina involucrada en el punto de control G1/S del ciclo celular; el gen DAPK, que codifica la
proteina quinasa asociada a apoptosis; el PTEN que codifica la proteina fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN), fosfatasa involucrada en la regulacion del ciclo celular; el gen

CDHL1 que codifica la proteina cadherina 1 (CDHL1), regula la adhesion celular, el crecimiento y
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la movilidad; su pérdida de funcién en el cancer esta asociada a incrementos en la proliferacion,

invasion y metéstasis (Cheng & Blumenthal, 2010)-(Kayser et al., 2011).

2.1.4.1 Metabolismo del cancer de pulmon. La actividad metabolica determina la capacidad
de supervivencia celular, asi como la progresion de la enfermedad. Por lo tanto, se conoce que las
celulas cancerigenas emplean diferentes estrategias metabdlicas, para lograr mantener la energia
y los precursores biosintéticos requeridos en la proliferacion celular (Bamji-stocke et al., 2019).
Uno de los principales metabolitos alterados es la glucosa, la cual se encuentra sobre expresada
garantizando una produccién elevada de energia (en términos de la produccion de ATP);
permitiendo asi la replicacion incesante de las células (Rinaldi, Rossi, & Fendt, 2017). Dicha
alteracion fue descubierta en 1920 por Otto Warburg, quien encontrd que habia un gran consumo
de glucosa en tejidos cancerosos, en comparacion con los sanos. También, que contrario a lo que
sucede en las células normales (la glucosa produce piruvato, ATP y CO>); en las células malignas
ocurre la fermentacion de la glucosa en lactato aun en presencia de oxigeno (glucdlisis

aerobica)(Liberti & Locasale, 2016).

2.1.4.2 Metabolismo de aminoacidos en células cancerigenas. Los aminoacidos estan
implicados en diversos procesos celulares como la biosintesis de proteinas, nucledtidos, lipidos,
glutation, glucosaminas, poliaminas y metabolitos intermediarios del ciclo del &cido citrico. Asi
mismo, estudios en plasma de pacientes enfermos han reportado un aumento de aminoacidos como
L-leucina, L-valina, L-isoleucina, L-treonina, L-serine, L-cisteina, entre otros, en comparacion

con personas sanas (Tang et al., 2019).
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La leucina, valina e isoleucina son parte de los nueve aminoécidos esenciales (obtenidos de
la dieta) involucrados en la sintesis de proteinas. Ademas, éstos tres aminoacidos a su vez son
aminoacidos de cadena ramificada. Cada uno de ellos sufre una transaminacion reversible
catalizada por una aminotransferasa de cadena ramificado, produciendo sus respectivos
cetoacidos. Estos cetoacidos se someten a una descarboxilacion oxidativa irreversible, catalizada
por un cetoécido deshidrogenasa de cadena ramificada. De esta manera a partir de los productos
obtenidos en la descarboxilacion (y junto a reacciones adicionales), se produce acetil coenzima A
(Acetil CoA), propionil CoA, acetoacetato y succinil CoA productos de importancia en el ciclo
del &cido citrico (The Human Metabolome Database, 2020),(PubChem, 2020).

v' La L-alanina es un aminoacido no esencial, el cual es un importante regulador del
metabolismo de la glucosa. Asi mismo, estd involucrada en diversos trastornos
metabolicos entre los cuales se encuentran la via de glutaminolisis y el cancer de pulmon
(PubChem, 2020)(The Human Metabolome Database, 2020).

v La L-histidina es un precursor de la histamina que regula la produccion de especies
reactivas de oxigeno en las células, lo cual podria desempefiar funciones antioxidantes,
antiinflamatorias e inmunomoduladoras. También la histamina juega un papel importante
es estudios clinicos para el tratamiento contra ciertos tipos de cancer y enfermedades
virales. Dado que ésta (histamina) suprime la produccion de especies reactivas de oxigeno,
conlleva a la inhibicién de la supresion de las células asesinas naturales (NK) y los
linfocitos T citotoxicos; permitiendo que las células NK sean mas eficaces atacando las
células cancerigenas y las afectadas por un virus (The Human Metabolome Database,

2020)(PubChem, 2020).
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v’ La L-ornitina es un aminoacido no esencial, la cual tiene un papel principal en el ciclo de

2.15

la urea y la eliminacion del exceso de nitrdgeno (amoniaco). A su vez, este aminoacido es
un precursor de citrulina y arginina. Esta implicada en el metabolismo de la arginina y
prolina, la via de biosintesis de la espermidina y espermina, y el metabolismo de la glicina
y serina (PubChem, 2020) (The Human Metabolome Database, 2020).

La cisteina es el unico aminoécido que contiene el grupo tiol, puede ser sintetizada en el
cuerpo humano siempre y cuando exista suficiente metionina disponible. Ademas, tiene
propiedades antioxidantes, que permiten (junto con la glicina y el &cido glutdmico) la
biosintesis de la glutationa (GHS) metabolito disminuido en fumadores(PubChem, 2020).
La L-serina es de gran importancia para la proliferacion celular, puesto que dicho
aminoacido se convierte en glicina lo que a su vez produce las unidades de carbono
necesarias para la sintesis de las bases de purina, adenina y guanina. Asi, cuando estas
bases se unen a los azlcares pentosas se producen mediante varias rutas metabodlicas
adenosin trifosfato (ATP) y guanosin trifosato (GTP) los cuales proporcionan la energia

celular (PubChem, 2020).

Tratamientos. Los principales tratamientos contra el cancer utilizados actualmente son la

cirugia, la quimioterapia y la radioterapia.

2.1.5.1 Cirugia. La cirugia es el mejor tratamiento para aquellos pacientes que estan en los

estadios | y Il, pero depende si se cumplen o no los criterios de operabilidad tales como

localizacion del tumor, extension de la enfermedad y reserva cardiopulmonar. Pese a esto, la

supervivencia estimada en 5 afios es del 30 al 67% , por lo que en algunas personas se realiza
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posteriormente quimioterapia neoadyuvante (Mozo et al., 2001; Resano Barrio & Anta Mejia,

2014).

2.1.5.2 Quimioterapia. Es considerado el tratamiento estandar en pacientes con enfermedad
localmente avanzada y diseminada. Algunos de los farmacos utilizados son: cisplatino, docetaxel,
paclitaxel, etoposido, topotecan, vinblastina, vindesina, carboplatino, vinorrelbina, ifosfamida,
gemcitabina, irinotecan, mitomicina-C; se combinan farmacos con respuestas superiores al 15%,
entre los cuales estan el cisplatino-etopdsido 30%, cisplatino-gemcitabina 40%, cisplatino-
ifosfamida 20%-30%, cisplatino-vindesina 14%-30%, cisplatino-5-fluoracilo-leucovorin 29%,
cisplatino-mitomicina C 30%-60%, en donde el farmaco que ha demostrado mayor actividad en

cualquier combinacion es el cisplatino (Mozo et al., 2001).

a) Cisplatino
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Figura 1. Estructura del Cisplatino.(Dasari & Tchounwou, 2014)

El cisplatino (Figura 1), fue el primer compuesto de platino para el tratamiento del cancer
aprobado por la FDA en 1978, gracias a su efectividad contra varios tipos de cancer. Su modo de

accion se relaciona con la capacidad de entrecruzamiento con las bases puricas del ADN,
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interfiriendo en los mecanismos de reparacion del ADN, causando dafio en el ADN y
posteriormente induciendo la apoptosis en las células cancerosas. A pesar de su fuerte actividad
antitumoral presenta efectos secundarios que incluyen toxicidad renal, nduseas y vomitos (Dasari

& Tchounwou, 2014).

b) Docetaxel y Paclitaxel

NS HO o OH 0

M % 1y b q o o
,;J»\ N AR
G, g
o . .t xvf,fi—— 5 =

o

| BSR 7e
= - = DH

. OH ; B OH
~ Y, ° 4=V
= o O

Figura 2. (A) estructura del docetaxel. (B) estructura del paclitaxel.(Andersen et al., 2006)

Son compuestos conocidos como taxanos (Figura 2), su mecanismo de accion consiste en la
union de éstos a la fraccion B de los microtibulos impidiendo su despolimerizacion, generando
enlaces estables y, por ende, tubulos no funcionales. Esto afecta de manera dinamica la division
celular e induce la muerte de las células en replicacion constante.(Lorenzo et al., 2008) Ademas,
presenta otro mecanismo de accion en el cual se induce la expresidn génica del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-x) y la detencion en la fase G, potenciando el efecto de las radiaciones

ionizantes (Lorenzo et al., 2008).
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Ambos farmacos atacan a las células cancerosas preferentemente, ya que se dividen con mayor
frecuencia que las no tumorales, pero dado que también existen células normales con una alta tasa
de proliferacion, como los linfocitos y los foliculos pilosos, resultan afectadas por el uso de estas
terapias, lo que desencadena la depresion del sistema inmune, pérdida del cabello y nduseas

(Morales, Céardenas, & Verde, 2016).

¢) Vinblastina, Vindesina y Vinorelbina

Figura 3.(A) estructura de la vinblastina. (B) estructura de la vindesina. (C) estructura de la

vinorelbina. (Dine et al., 1991)

La vinblastina, vindesina y vinorelbina (Figura3), son agentes especificos del ciclo celular que
actlan durante la metafase de la mitosis. Se unen con la tubulina, proteina que forma el huso
mitotico alterando el movimiento del huso celular ocasionando su destruccion y la dispersion de

los cromosomas impidiendo la mitosis (Lorenzo et al., 2008).

La toxicidad de cada uno de los farmacos es un poco diferente, pues la vinblastina y vinorelbina

producen leucopenia, mucositis; mientras que la vindesina y vinorelbina, alopecia. Ademas, tienen
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dos mecanismos de resistencia, el primero es la resistencia pleiotropica a través de la glucoproteina
P. El segundo, es la alteracion estructural o funcional de las tubulinas o y B por mutaciones

puntuales del genoma (Lorenzo et al., 2008).

d) Mitomicina C

Figura 4. Estructura de la mitomicina C.(Kennedy, Rockwell, & Salterelli, 1980)

Es un farmaco antitumoral (Figura 4) que actia como un agente alquilante bifuncional, creando
puentes intracatenarios e intercatenarios en el ADN y generando radicales libres. Actua en las
fases G1 y S del ciclo celular. Puede causar aparicion de anorexia, nauseas, vOmitos,
mielosupresion dependiendo de la dosis acumulada, e incluso fibrosis pulmonar irreversible; por

lo cual en la actualidad su uso es muy restringido dada su alta toxicidad (Lorenzo et al., 2008).

e) Etoposido
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Figura 5. Estructura de etop6dsido.(O’Dwyer, Jones, Leyland, Alonso, Marsoni, & Wittes,
1985)

El etoposido (Figura 5) actia como inhibidor de la topoisomerasa Il, una enzima nuclear que
resuelve diversos problemas topologicos del ADN que surgen en la division celular, tales como
transcripcion, recombinacion-replicacion y reparacion cromosomica. Entre los problemas
asociados a su uso se encuentran mielosupresion, desarrollo de resistencia y baja disponibilidad

oral (Morales et al., 2016).

f) Topotecan e Irinotecan
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Figura 6. (A) estructura del topotecan. (B) estructura del irinotecan.(Cragg & Newman,

2005)

Son compuestos derivados de la camptotecina (Figura 6), inhibidores de la topoisomerasa I,
enzima que tiene un papel importante en la transcripcion, replicacion y reparacion del ADN. Asi,
la inhibicion de esta enzima por los compuestos impide la religacién, causando la acumulacion de
roturas monocatenarias, lesiones que son la causa de la muerte celular por apoptosis. Uno de los
inconvenientes al usar éstos farmacos es la aparicion de resistencia como resultado de mutaciones

en la topoisomerasa | (Alberto, 1997).

2.1.5.3 Radioterapia. La radioterapia toracica es la mejor eleccién para los pacientes en etapa
I, I1'y 111 del cancer de pulmdn, que rechazan la cirugia o es imposible realizarla. La desventaja y
preocupacion de usar este método es que el corazén, eséfago y médula espinal que son afectados
durante la radiacién, por lo cual sufren efectos secundarios. Se presenta inflamacion bronquial,
esofagitis y radiodermitis que suelen ser irreversibles. Ademas, a largo plazo puede aparecer

neumonitis, fibrosis pulmonar y radiodermitis (Resano Barrio & Anta Mejia, 2014).

Las deficiencias presentes en los tratamientos actuales, especialmente en la quimioterapia, lleva
a la basqueda de nuevas moléculas como base para el desarrollo de posibles farmacos que sean

mas efectivos y den una esperanza de vida a aquellos que padecen este tipo de neoplasia.

2.1.6 Tetrahidroquinolinas. Las tetrahidroquinolinas son moléculas de origen natural o

sintético, cuyos derivados presentan un amplio rango de actividades bioldgicas y farmacologicas,
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entre las cuales se contemplan antimaléarica, antitumoral, antioxidante, antimicobacterial.
Actualmente se ha prestado especial interés a las moléculas polifuncionales de quinolina usadas
como potenciales agentes anticancerigenos, como aquellas que contienen unidades estructurales
semejantes a la combrestatina A4, indanocina, (iso) eugenol y otros analogos que han presentado

propiedades anticancerigenas (Mufioz et al., 2012).
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Figura 7. Tetrahidroquinolinas con actividad antitumoral.(Babichev, Kovtunenko, & Tyltin,
1981)

En el caso de la quimioterapia, especificamente, se han encontrado una serie de compuestos

como los presentados en la Figura 7, en donde el compuesto 1 tiene actividad citotoxica y actua

como inhibidor de la polimerizacion de tubulina, el compuesto 2 inhibe la tirosina quinasa IGF-

1R, el 3, un inhibidor de las caspasas, el 4 es un antagonista de integrina o,fB3) Yy el 5 inhibe el
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tromboxano A; sintetasa. Mientras que otros compuestos como el 6-8 han mostrado toxicidad in
vitro, pero su mecanismo de accion es aun desconocido. Asi mismo, se ha reportado que los
derivados de la 2-metiltetrahidroquinolina, como el 9 (Figura 7), poseen una actividad moduladora
en resistencia a farmacos, la cual es el mayor obstaculo en el uso de éste tratamiento (Babichev et

al., 1981).

2.1.7. Isoxazoles. Los isoxazoles son de gran interés para los quimicos y farmacélogos ya que
son candidatos para el desarrollo de nuevos agentes con actividad bioldgica variable, debido a que
presentan propiedades antimicrobianas, anticonvulsivas, antidiabéticas, antiinflamatorias,

antidepresivas y anticancerigena (Mufioz et al., 2012; Sysak & Obminska-Mrukowicz, 2017)

Dado que la inhibicién de la proteina de choque térmico de 90kDa (Hsp90) produce efectos
anticancerigenos y sus inhibidores farmacol6gicos son selectivamente activos contra las células
cancerigenas, se ha encontrado una isoxazol amida 10 (Figura 8) cuya capacidad para conectarse
en el sitio de unién NH2 — terminal de la Hsp90 humana, es muy alta, ya que restringe la

proliferacion de células tumorales mediante apoptosis (Sysak & Obminska-Mrukowicz, 2017).

El compuesto 10 y su analogo 11 también presentaron el mismo mecanismo de unién que la
isoxazol amida. Las naftoquinonas e isoquinolinoquinonas fusionadas con isoxazol (13,14)
también son capaces de inhibir la actividad de Hsp90; mediante la regulacion negativa de la

expresion de las proteinas EGFR, Akt, Raf-1 y survivina (Sysak & Obminska-Mrukowicz, 2017).
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Figura 8. Compuestos anticancerigenos derivados de isoxazol.(Sysak & Obminska-
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De igual forma, se descubrio que el derivado 15 inhibia la migracion e invasion de la linea

las células tumorales (Sysak & Obminska-Mrukowicz, 2017).

celular de cancer de mama humano MDA-MB-231 (IC50 50 nM) sin presentar efectos citotoxicos;
por lo cual se modific6 obteniéndose asi el compuesto 16 de actividad similar, demostrandose asi

la unidn de éste a Hsp27 (miembro de la familia Hsp90) responsable del potencial metastasico de

2.1.8 Metabolomica. El término metabolomica se refiere al estudio del perfil de metabolitos

asociados a una condicion (metaboloma) que puede definirse como la coleccion de metabolitos de
bajo peso molecular de origen exogeno o enddgeno. Los metabolitos son los productos finales de
todos los procesos que ocurren en las células, y la cantidad de ellos en una enfermedad refleja la

adaptacion de los sistemas biologicos a los estados patoldgicos. Se estima que existen méas de 2000
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metabolitos diferentes que pueden ser sintetizados de manera enddgena; igualmente, la dieta
integra metabolitos exdgenos, como por ejemplo las vitaminas (Avedafio, 2008; Barallobre-

Barreiro, Chung, & Mayr, 2013).

Asi, el objetivo de la metaboldémica es caracterizar el conjunto de moléculas pequefias de una
muestra determinada, evaluar las redes metabolicas en condiciones normales y patolégicas, de
manera cuantitativa y cualitativa, mediante el uso de diferentes métodos de analisis como la
espectrometria de masas (MS), cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-

MS) o resonancia magnética nuclear (RMN) (Barallobre-Barreiro et al., 2013).

Gracias a que en 1927 se demostré que el cancer es principalmente una enfermedad metabdlica,
en la que las células cancerosas manifiestan un fenotipo metabdlico diferente, consumiendo hasta
200 veces mas glucosa que las células normales (efecto Warbug) (Wishart, Mandal, Stanislaus, &
Ramirez-Gaona, 2016) explorar dicho metaboloma puede ser la manera mas eficaz de revelar los
cambios fenotipicos en relacion con la funcién biolégica de un farmaco. Por esta razon la
metabolomica se ha convertido en una de las disciplinas de mayor aporte en la investigacion de

tan devastadora enfermedad (Armitage & Barbas, 2014).

Dado que en las células tumorales se ven afectadas las rutas metabolicas de la glucolisis y las
pentosas fosfato, ademas de la biosintesis de proteinas y nucleotidos, el recambio de lipidos y
fosfolipidos e incluso el ciclo del acido citrico, es un gran desafio para los cientificos rastrear
informacion sobre el rol fisiolégico o las vias especificas que los metabolitos asociados con el

cancer pueden estar afectando. Es ain mas dificil la identificacion de los metabolitos a partir de
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los respectivos espectros, por lo que es necesario el uso de bases de datos integrales que contienen
informacion referencial actualizada sobre metabolitos, vias metabolicas, biomarcadores, entre

otros, que permiten la identificacion de compuestos (Wishart et al., 2016).

Actualmente se cuenta con bases de datos como “Human Metabolome Database (HMDB)” que
contiene cerca de 42000 entradas de metabolitos, casi 800 rutas metabodlicas e informacion
detallada sobre biomarcadores de cancer, “Golm Database”, “METLIN Database”, “LIPID
MAPS” y otras bases de datos espectrales que pueden ser usadas como soporte.(Beger, 2013;

Wishart et al., 2016).

Gracias a los alcances de la metabolémica, se han reportado estudios sobre la evaluacién de
farmacos antitumorales en relacion a los niveles de nucle6tidos, en donde se emplea RP-HPLC
para una determinacion simple, sensible y simultdnea de 12 nucleétidos en lineas celulares A549,
HepG2, A204, SKOV3 y MCF7 tratadas con epirrubicina, dactinomicina D y daunorrubicina,
encontrando asi que UTP y ATP eran los mejores biomarcadores (Wang, Liu, Liu, Liu, & Sun,

2015).

También, la metabolémica permite establecer conexiones directas entre datos in vivo e in vitro,
para la caracterizacion de agentes quimioterapéuticos (Armifian et al., 2018). Asi, se han utilizado
perfiles metabolicos basados en RMN para analizar las vias bioquimicas implicadas en la
respuesta a un farmaco de antraciclina (Doxorrubicina) y un copolimero de N-(2-

hidroxipropil)metacrilamida (HPMA) conjugado (HPMA-Doxorrubicina); sobre un cultivo
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celular de adenocarcinoma de mama MCF7, revelando que la conjugacion con el polimero reduce

la glucolisis y conduce a un aumento de la apoptosis (Armifian et al., 2018).

Ademés, mediante el uso de cromatografia liquida de alto rendimiento acoplado a
espectrometria de masas (UHPLC-MS), se investigd el mecanismo de toxicidad del compuesto
2,2',4,4'-tetrabromodifenilo éter (BDE-47) en la linea celular MCF7, mostrando que la toxicidad
aumentaba en éstas células a medida que a concentracion de BDE-47 en el medio excedia 1 pM;
viéndose afectadas mayormente las rutas metabdlicas de las purinas y las pirimidinas (Wei et al.,

2018).

A su vez, es posible determinar el diagndstico de diversos tipos de tumores pulmonares basados
en los perfiles metabdlicos de los ganglios linfaticos; mediante el andlisis de aspirados nodales de
pacientes con adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas y afecciones no malignas
utilizando espectrometria de masas (Sappington et al., 2018), permitiendo también la medicion de
las concentraciones de metabolitos participantes en las rutas de cinarina y glutation por
espectrometria de masas en tandem, donde se demostrd que las concentraciones son diferentes

para pacientes con y sin enfermedad (Sappington et al., 2018).

Basado en los grandes alcances de la metabolomica, se empled en el desarrollo del presente
proyecto, usando la técnica GC-MS permitiendo asi un analisis completo de los perfiles

metabdlicos en la linea celular A549 al ser tratada con el compuesto THQ-1Z-3J.
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2.1.9 Identificacion de metabolitos por GC-MS. Para la identificacion de los metabolitos de
carcinoma pulmonar, se usé la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS). Una técnica de alta sensibilidad, resolucion, reproducibilidad y rentabilidad, en donde la
muestra generalmente se ioniza por ionizacion de electrones (EI); lo que proporciona patrones de
fragmentacion estables y reproducibles que permiten la identificacion de metabolitos a través de
bibliotecas de compuestos de referencia.(Musharraf, Mazhar, Choudhary, Rizi, & Atta-ur-
Rahman, 2015) Debido a que GC-MS detecta compuestos volatiles, semivolatiles, de bajo peso
molecular y térmicamente estables, es necesario la derivatizacion de la muestra ya que la mayoria
de los metabolitos en la naturaleza poseen grupos funcionales polares que no son volatiles y por
lo tanto no pueden analizarse directamente por GC-MS (Moros, Chrysovalantou, Gika, Raikos, &

Theodoridis, 2017).

La derivatizacion consiste en alterar quimicamente un metabolito, para GC-MS ésta implica
reacciones de sililacion (reemplazo de un hidrégeno acido con un grupo alquilsililo), alquilacién
(transferencia de un grupo alquilo), o acilacion (adicion de un grupo acilo a un compuesto). El
procedimiento mas usado es la adicion de metoxiamina antes de la sililacion, con el fin de proteger
los grupos carbonilos de los aldehidos y cetonas en azlcares reductores de los procesos de

ciclacion (Clarke, 2017; Moros et al., 2017).

Asi, es posible identificar una serie de metabolitos relacionados con el adenocarcinoma
pulmonar entre los cuales se encuentran la L-metionina, L-isoleucina, L-fenilalalina los cuales son

aminoéacidos esenciales (Liu, Jin, Gao, Song, & Liu, 2017). La guanosina, un nucleosido purinico
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que ejerce funciones de sefializacion intracelular y extracelular en los procesos fisiol6gicos

(Bettio, Gil-mohapel, & Rodrigues, 2016).

2.2 Metodologia
A continuacion, se presenta los métodos desarrollados para llevar a cabo la ejecucion del

proyecto de investigacion.

2.2.1 Cultivo celular. La linea celular A549 de céancer de pulmén fue donada por el laboratorio
de oxidaciones bioldgicas de la Universidad Federal de Parand, quienes a su vez las obtuvieron

comercialmente de la ATCC (del inglés American Type Culture Collection).

Las células se cultivaron en botellas de plastico con medio EMEN; que contenian aminoacidos,
sales, glucosa, vitaminas y rojo fenol (pH 7,3) suplementado con gentamicina 100 pg/mL y 7%
de suero fetal bovino (SFB) inactivado. Se incubaron a 37 °C con 5% CO: para su adherencia,
crecimiento y replicacion hasta la obtencién de la cantidad necesaria para realizar experimentos

(Liu etal., 2017).

2.2.2 Preparacion de la muestra. Las células fueron plaqueadas en cajas de Petri de 6 cm
(3,5x10° células/6mL), las cuales se incubaron durante 24h hasta total adherencia. Se trataron con
25 uM del compuesto hibrido tipo tetrahidroguinolina-isoxazol (THQ-1Z-J3) (Figura 9),
manteniendo una concentracion de 0,1% DMSO (dimetilsulfoxido, disolvente), seguidamente, se

incubaron a 37 °C y 5% CO. por 12y 24 h (Liu et al., 2017).
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Figura 9. Compuesto hibrido (R/S)-1-(6-cloro-1-((3-fenilisoxazol-5-il)-metil)-1,2,3,4-

tetrahidroquinolin-4-il) pirrolidin-2-ona. (THQ-1Z-J3). Fuente: Autor

Posterior a la incubacion los cultivos celulares fueron utilizados para la extraccion de
metabolitos celulares. Las cajas Petri se mantuvieron en un bafio de hielo, se retiré el medio y se
almaceno a -20 °C, se lavaron dos veces con 2mL de agua tipo I, se adicioné 1mL de solucién
que contenia Metanol 20 % y 10 pug/mL de adonitol (Cala, Aldana, & Medina, 2018).

Las células fueron removidas mediante raspado, las suspensiones celulares se almacenaron en
crioviales para realizar la lisis mediante chogue térmico y ultrasonido, para lo cual se sumergieron
en nitrogeno liquido, se descongelaron y se sonicaron en bafio de hielo por 1 min; este
procedimiento se repitié 3 veces. Los residuos celulares fueron removidos por centrifugacion
(14000 x g, 4 °C, 8 min) y el sobrenadante, conteniendo los metabolitos, se almacend a -20°C para

su posterior analisis (Cala et al., 2018).
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Ademas, se prepar6 un control de calidad (QC) a partir de volimenes iguales de todos los

tratamientos y controles.

2.2.3 Derivatizacion. La metodologia empleada fue la reportada por (Garcia & Barbas, 2011).
Se tomaron 180 pL de extracto metabdlico y se liofilizaron en un equipo con serpentin de
enfriamiento por 24 h a -79°C y -0,200 mbar, se adicionaron 20 pL de metoxiamina (15 mg/mL
piridina), se agitdé en vortex por 30 s y se mantuvo durante 16h en oscuridad a temperatura
ambiente.  Seguidamente se realizd la sililacion con 20 pL de N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSFTA) conteniendo 1% TMCS como catalizador, se agito
en vortex por 20 s y mantuvo a 70 °C por 1 h; posterior a ello se dejo a temperatura ambiente
durante 20 min y se adicion6 60 uL de C18 a 20 ppm (preparado en n-heptano) como estandar

interno, se agitd en vortex por 15 s (Cala et al., 2018).

2.2.4 Anélisis por GC-MS. El analisis metabolico por GC-MS fue realizado de acuerdo a lo
reportado por (Cala et al., 2018), Se inyect6 2 pL de la muestra derivatizada al equipo de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas HP 6898 Series equipado con un
inyector automatico HP 6890 y un detector de masas Agilent 5973. Se utilizé una columna capilar
Zebron ZB-5MSi (30m x 0,25mm x0,25); usando helio como gas de arrastre con un flujo constante
de 1,0mL/min. La temperatura del inyector fue de 250°C, radio Split 1:10. El gradiente de
temperatura inicié en 60°C durante 1 min, seguidamente se aumento la temperatura hasta 320°C
a una velocidad de 10 °C/min. La temperatura de la linea de transferencia, la fuente de filamento

y el cuadrupolo fue de 280, 230 y 150 °C, respectivamente. La energia de ionizacion de la fuente
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fue de 70 eV y el espectrometro de masa fue operado en modo full scan aplicando un rango de

masa desde m/z 50 a 600.

2.2.5 Procesamiento de datos. El tratamiento de los datos (deconvolucion e identificacion de
metabolitos) se realiz6 con el software Agilent MassHunter Unknowns Anlysis B.07.00, Fiehn
version 2008 y 14 librerias NIST. Para el posterior alineamiento del tiempo de retencion se uso el
software Agilent Mass Profiler Professional B.12.1, y los resultados fueron exportados a Agilent
MassHunter Quantitative B.07.00 para realizar la integracion de cada metabolito. El alineamiento
y la integracién se comprobé manualmente mediante Excel para filtrar por presencia y
reproducibilidad, manteniendo aquellos metabolitos detectados en la mayoria de las muestras y

con un coeficiente de variacion de menos del 30% del mismo metabolito detectado en los QC.

2.2.6 Identificacion de Metabolitos. La identificacion de los metabolitos obtenidos mediante
GC-MS se realiz6 usando la libreria de Fihn version 2008 y NIST. La construccion de las posibles

vias metabolicas alteradas se realiz6 usando MetaboAnayst 4.0. y BioRender.

2.2.7 Estadistica. Se empled el software libre MetaboAnalyst 4.0 para realizar la normalizacién
de los datos con respecto al estandar interno (adonitol); posteriormente se transformaron los datos
a escala logaritmica y auto scaling tanto para el grupo control como el tratamiento, con el fin de
cumplir los supuestos estadisticos. Asi mismo, se determin0 el t-test, la variable “veces de cambio
(o eninglés, Fold Change-FC)” y el anélisis de componentes principales (PCA).

Mediante el andlisis t-test se determind la variacion de los grupos control vs tratamiento; el

cual se expresa con el p-valor. Asi, los metabolitos con un p-valor < 0.05 fueron considerados
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estadisticamente significativos. De igual manera, el calculo de Fold Change (FC) permitid tener

una medida cuantitativa en cuanto a la sobreexpresién o inhibicion de los metabolitos.

2.3 Resultados y discusion.

La concentracion empleada del compuesto THQ-1Z-J3 fue de 25 puM, tanto para los ensayos de
12 h, como los de 24h. Esta concentracion fue definida a partir de una investigacion anterior
realizada por el grupo de investigacion GIBIM (Gliiza et al., 2019). Asi, mediante ensayos de
viabilidad se determind que el hibrido molecular THQ-1Z-J3 es citotoxico a partir de la
concentracion de 25 uM en células de cancer de pulmon (A549) con ~92% de viabilidad en 12
horas de tratamiento, ~79% de viabilidad en 24 horas de tratamiento y ~42% de viabilidad en 48

horas de tratamiento, como se observa en la figura 10.

Compuesto 3J
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80- -4~ 48 horas

% de Viabilidad Celular
3

40
20- x —a
0 L] L] L] L] 1
0 20 40 60 80 100

pM

Figura 10. Efecto del compuesto THQ-1Z-J3 sobre la viabilidad de células A549 (Gliza et

al., 2019).
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2.3.1 Andlisis de las alteraciones metabdlicas en la linea celular A549 durante 12 horas de
interaccion con el compuesto THQ-1Z-J3.

Los perfiles metabolicos de los extractos obtenidos de la linea celular A549 tratadas a una
concentracion de 25 uM de THQ-1Z-J3 durante 12 horas, se analizaron por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (GC-MS). Una vez realizada la respectiva deconvolucion,
alineamiento e identificacion de los datos, se realizaron los analisis estadisticos mediante el
software MetaboAnalyst 4.0 con el fin de determinar los metabolitos que fueron estadisticamente
significativos, asi como su tasa de cambio con respecto al control (Fold Change) y el anélisis de
componentes principales (PCA), para finalmente determinar las posibles rutas metabdlicas

alteradas.

2.3.1.1 identificacion y analisis estadisticos de los metabolitos obtenidos en el tratamiento de
12 horas. En la Figura 11 se observa el perfil quimico del grupo control, y grupo tratamiento. La
identificacion de cada uno de los metabolitos se realizd mediante la comparacion de cada uno de
los espectros de masas obtenidos versus los espectros de la base de datos NIST (La cual

proporciona un porcentaje de similitud entre las diferentes moléculas).
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Figura 11. Perfil quimico de los extractos metanolicos de la linea celular A549. A) grupo

control y B) grupo tratamiento expuesto durante 12 horas al compuesto THQ-1Z-J3.

En la Figura 12, se muestra la comparacion del espectro del &cido citrico obtenido

experimentalmente (rojo) vs el espectro de la base de base de datos NIST (azul), con un porcentaje

de probabilidad del 85.9%.
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Figura 12. Espectro de masas experimental del acido citrico derivatizado (rojo) vs espectro

de masas teorico del acido citrico derivatizado (azul).

Lo anterior se reporta en la seccion de anexos para los metabolitos estadisticamente

significativos.

En la Tabla 1 se reportan los porcentajes de probabilidad, p-valor y tasa de cambio (fold change,
FC) en relacién tratamiento vs control. Los valores de FC menores a 1.0 indican una inhibicion
del metabolito respecto al grupo control, mientras que un valor mayor a 1.0 indica una
sobreexpresion del metabolito con respecto al control. Para los p-valores menores a 0.05 se

consideraron datos estadisticamente significativos.

Tabla 1.

Datos estadisticos y porcentaje de probabilidad para cada uno de metabolitos con p-valor menor
a 0,05

Metabolito Tiempo de p-valor % probabilidad Fold change
retencion (min) (FO
Acido fosforico 9.806 0.0093 90.5 0.76597 |

Leucina 8.009 0.0281 60.5 0.37037 |
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Acido mélico 12.046 0.0299 80.6 0.66334 |
Alanina 11.840 0.0375 96.2 0.56137 |
Valina 6.996 0.0381 92.4 0.40618 |

Isoleucina 8.315 0.0394 68.7 0.26906 |

Acido citrico 16.520 0.0472 85.9 0.58051 |

Nota: FC: fold change. 1: metabolito sobreexpresado en relacion con el control. |: metabolito

inhibido respecto al control (sin THQ-1Z-J3).

En la Figura 13, se puede observar mediante el andlisis de componentes principales, una

separacion significativa del grupo control vs tratamiento; con una varianza explicada del 42% para

el componente principal 1 (PC1) y de 29.8% para el componente principal 2 (PC2).

Scores Plot

— < control
tratamiento

15

10

PC 2 (29.8%)

10
|
0]

-15

T T T T
-10 o 10 20

PC 1 (42 %)
Figura 13. Analisis de componentes principales PCA. Muestras control (rojo) vs tratamiento

(verde).
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Los datos obtenidos anteriormente sugieren una diferencia entre el grupo control y grupo
tratamiento, posiblemente siendo una alteracion en la concentracion de cada uno de los analitos

del grupo tratamiento.

2.3.2 Analisis de las rutas metabolicas alteradas en la linea celular A549 durante 12 horas de
interaccion con el compuesto THQ-1Z-J3.

Durante este periodo, se encontraron posibles alteraciones en la glicdlisis, el ciclo del acido
citrico y la ruta de las pentosas fosfato representadas en la figura 14, en donde todos los

metabolitos relacionados se encuentran inhibidos con relacion al grupo control.

Glucpsa
ATP

P+ADP‘)

éibosa-S-P -~ Glucosa-b'fosfa@
pE . Fructosa-6-P
Biosintesis AP

e
nucledtidos O

Fructosa-1 T -bisfosfato

!

Fosfoenolpiruvato

\

N

. =
+ Piruvato
~

Alanina

Created in BioRender.com bio



ALTERACIONES METABOLICAS EN LA LINEA CELULAR A549 o1

Figura 14. Posibles rutas metabdlicas alteradas en la linea celular A549 durante 12 horas de
interaccion con el compuesto THQ-1Z-J3. Los metabolitos resaltados en rojo representan

aquellos que se encontraron disminuidos con relacion al grupo control.

La incontrolable proliferacion celular es una de las principales caracteristicas del cancer y las
celulas A549 no son la excepcion. Asi, las celulas cancerigenas de pulmoén necesitan mayor
energia para realizar dichos procesos de proliferacion (Yu, Li, & Zhang, 2017); por lo tanto, deben
alterar la ruta de la glicdlisis y el ciclo del acido citrico. En los resultados obtenidos, se evidencian
bajas concentraciones de malato y citrato, sugiriendo inhibicion del ciclo del &cido citrico.
Adicionalmente, se evidencia disminucion de la concentracion de alanina, leucina, isoleucina y
valina (figura 14), sugiriendo que las rutas anaplerdéticas fueron activadas en un intento mantener
la produccion de energia. Por ello, los aminoacidos actian como precursores del ciclo de Krebs,
en donde la alanina se degrada a piruvato, la leucina a Acetil-CoA, la isoleucina y valina en
Succinil-CoA,; para la obtencion de energia a partir del ciclo de Krebs (Callejon-leblic, Garcia-

barrera, & Pereira-vega, 2019).

En la literatura se reporta que las células de cancer de pulmoén promueven la sintesis de acidos
grasos a partir del citrato y nucle6tidos a partir de la ruta de las pentosas fosfato, garantizando la
proliferacion de las células. (Yu et al., 2017), (Namikawa-kanai, Miyazaki, Matsubara, Shigefuku,
& Ono, 2020), (Chen et al., 2014). Aunque no se evidencio inhibicion de la expresion de
metabolitos relacionados con la ruta de las pentosas fosfato después del tratamiento con THQ-1Z-

J3, si se observo inhibicién del fosfato (acido fosférico) lo cual podria ocasionar una
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sobreexpresion de ATP sugiriendo de esta manera una inhibicion de la glicélisis generando de

igual manera una posible inhibicion de la ruta de las pentosas fosfato (Lunt & Heiden, 2011).
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Figura 15. Representacién gréafica de la alteracion de los metabolitos estadisticamente

significativos con relacion al grupo control.

Asi, los resultados sugieren que el compuesto THQ-1Z-J3 induce inhibicion de la via glucolitica,
la biosintesis de &cidos grasos, la biosintesis de nucleétidos y la produccion de ATP por

fosforilacion oxidativa en células A549 después de 12 horas de tratamiento.

2.3.3 Analisis de las alteraciones metabdlicas en la linea celular A549 durante 24 horas de
interaccion con el compuesto THQ-1Z-J3.
Los perfiles metabolicos de los extractos obtenidos de la linea celular A549 tratadas a una

concentracion de 25 uM de THQ-1Z-J3 durante 24 horas, se realizo por cromatografia de gases
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acoplado a espectrometria de masas (GC-MS). El proceso de datos se realizé de acuerdo con el

mencionado en la seccion 2.3.1.

2.3.3.1 identificacion y analisis estadistico de los datos obtenidos durante el periodo de 24
horas de exposicion al compuesto THQ-1Z-J3. En la Figura 16 se observa el perfil quimico del
grupo control, y grupo tratamiento. La identificacion de cada uno de los metabolitos se realizo
mediante la comparacion de cada uno de los espectros de masas obtenidos versus los espectros de

la base de datos NIST.
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Figura 16. Perfil quimico del extracto metabdlico en la linea celular A549. A) grupo control y

B) grupo tratamiento, expuesto durante 24 horas al compuesto THQ-1Z-J3.

En este andlisis también se obtiene un porcentaje de probabilidad de semejanza entre los
compuestos, y se compara el espectro obtenido en los analisis de los extractos metabolicos vs el

encontrado en la base de datos.
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Figura 17. Espectro de masas experimental de la L-serina (rojo) vs espectro de masas tedrico

L-serina (azul).

En la Figura 17, se muestra la comparacion entre la L-serina presente en los extractos celulares
(rojo) vs el reportado en la base de datos (azul), con un porcentaje de probabilidad del 96,6%.

Recordando, que dicho porcentaje de probabilidad se realiza entre metabolitos derivatizados.

En la Tabla 2 se reportan los porcentajes de probabilidad, p-valor y tasa de cambio (fold change)
en relacién tratamiento vs control. EI procesamiento de datos se realiz6 de acuerdo con el

mencionado en la seccion 2.3.1.1
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Tabla 2.

Datos estadisticos y porcentaje de probabilidad para cada uno de los metabolitos significativos
a 24h.

Metabolito Tiempo de p-valor % probabilidad FC
retencion

Adenina 16.936 0.0094 95.3 0.044933 |
Ornitina 16.464 0.0116 90.5 0.038841 |
Cisteina 13.476 0.0126 58.4 0.03552 |
Prolina 10.102 0.0127 91.8 0.042236 |
Serina 10.989 0.0163 96.6 0.023517 |
Hipoxantina 16.288 0.0209 80.6 0.038202 |
Leucina 9.747 0.0211 68.7 0.044431 |
Treonina 11.361 0.0304 96.0 0.041861 |
Valina 8.947 0.0351 924 0.048951 |
Metionina 13.005 0.0363 87.9 0.031141 |
Isoleucina 10.034 0.0380 68.7 0.046239 |

Nota: FC: fold change. 7: metabolito sobreexpresado con relacion al control. |: metabolito

inhibido respecto al control (sin THQ-1Z-J3).

En la Figura 17, se presenta el score plot, en donde se observa una separacion significativa del
grupo control vs tratamiento; con una varianza del 80.4% para el componente principal 1 (PC1) y

de 8.2 % para el componente principal 2 (PC2).
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Figura 18. Analisis de componentes principales (PCA) del perfil quimico de los extractos

metabdlicos en muestras control 24h (rojo) vs tratamiento 24h (verde).

Por lo cual, se deduce una posible alteracion o inhibicién de los metabolitos implicado con

respecto al grupo control.

2.3.4 Analisis de las rutas metabolicas alteradas en la linea celular A549 durante 24 horas de
interaccion con el compuesto THQ-1Z-J3.
En la Figura 19 se observan las posibles rutas metabolicas alteradas durante este periodo de

tratamiento, en donde los metabolitos observados se representan en rojo.
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Figura 19. Rutas metabolicas alteradas tentativamente en la linea celular A549 durante 24
horas de interaccién con el compuesto THQ-1Z-J3. Los metabolitos resaltados en rojo

representan aquellos que se encontraron disminuidos con relacion al grupo control.

Las células cancerigenas de pulmon necesitan de fuentes de energia adicionales para garantizar
su supervivencia y replicacion, dependiendo principalmente de la glicdlisis (Namikawa-kanai et
al., 2020) y de la produccion de energia mediante el ciclo de Krebs (Lieu, Nguyen, Rhyne, & Kim,
2020). El ciclo de Krebs puede producir energia mediante reacciones anapleroticas,

proporcionando intermediarios como Succinil-CoA (a partir de isoleucina, valina, metionina),
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Acetil-CoA (a partir de leucina), a-cetoglutarato (a partir de prolina) y piruvato (a partir de
cisteina, serina y treonina) (Lieu et al., 2020; Nambiar, How, Gummer, & Trengove, 2019).
Garantizando el funcionamiento continuo del ciclo del &cido citrico permitiendo posiblemente la

biosintesis de acidos grasos a partir del citrato(Selwan & Edinger, 2017).

Sin embargo, a pesar del intento de las células A549 por mantener la produccion de energia,
los resultados obtenidos indican una inhibicion de aminoacidos lo que sugiere una inhibicion del
ciclo de Krebs, de la biosintesis de &cidos grasos y una posible inhibicién en la ruta de las pentosas
fosfato ya que la adenina e hipoxantina, metabolitos producto de la ruta de las pentosas fosfato se

encontraron inhibidos.
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Figura 20. Representacion grafica de la alteracion de los metabolitos estadisticamente

significativos con relacién al grupo control
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Figura 211. Posibles rutas metabdlicas alteradas en la linea celular A549 durante 12 y 24
horas de su interaccion con el compuesto THQ-1Z-J3. Los metabolitos en rojo significan

inhibicidn respecto al control.

Asi, los resultados obtenidos para el tratamiento de 24 horas respaldan los obtenidos en el
tratamiento de 12 horas, donde posiblemente iniciaria el proceso de inhibicion metabdlica. Por
ende, en la Figura 21 se muestra de manera general la posible alteracion metabdlica causada por

el compuesto THQ-1Z-J3 en las células A549 de cancer de pulmén.
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4. Conclusiones

v La interaccion de la linea celular A549 con el compuesto THQ-1Z-J3 (en los tratamientos
de 12 y 24 horas), presentd alteraciones en diversos metabolitos relacionados con las
principales rutas metabodlicas responsables de la supervivencia y proliferacion celular

como la glicdlisis, ruta de las pentosas fosfato y ciclo de Krebs.

v" Los principales metabolitos alterados en el tratamiento de 12 horas fueron: leucina, valina,
alanina, isoleucina, acido citrico y malato. Posiblemente, estos se encuentran involucrados
en el ciclo del &cido citrico mediante reacciones anaplerdticas, al igual que la glicolisis, la
cual puede afectarse por la disminucion del acido fosforico, sustrato importante para la
sintesis de ATP. Todo lo anterior, conduciria probablemente a una disminucion en la

produccidn de energia, inhibiendo la proliferacion celular.

v' Los metabolitos identificados en el tratamiento de 24 horas, tales como, metionina,
treonina, serina, prolina, ornitina, cisteina, adenina e hipoxantina; permitieron dilucidar de
igual manera una posible inhibicion de la proliferacion celular, mediante la alteracion de

la ruta de las pentosas fosfato y el ciclo del acido citrico.

v' El compuesto THQ-1Z-J3 alteré el metabolismo de la linea celular A549, mediante una

inhibicién de los metabolitos precursores de los intermediarios del ciclo de Krebs,
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glicdlisis y ruta de las pentosas fosfato, minimizando asi el intento de la célula por

mantener activa su incontrolable proliferacion celular.
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Apéndice 1. Espectro de masas experimental de la adenina (rojo) vs espectro de masas
tedrico adenina (azul).
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Apéndice 2. Espectro de masas experimental de la prolina (rojo) vs espectro de masas teérico
prolina (azul).
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Apéndice 3. Espectro de masas experimental de la isoleucina (rojo) vs espectro de masas
tedrico isoleucina (azul).
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Apéndice 4. Espectro de masas experimental de la leucina (rojo) vs espectro de masas teérico
leucina (azul).
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Apéndice 5. Espectro de masas experimental de la serina (rojo) vs espectro de masas teorico
serina (azul).
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Apéndice 6. Espectro de masas experimental de la valina (rojo) vs espectro de masas teérico

valina (azul).
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Apéndice 7. Espectro de masas experimental de la alanina (rojo) vs espectro de masas teérico

alanina (azul).
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Apéndice 8. Espectro de masas experimental del &cido fosforico (rojo) vs espectro de masas
tedrico del &cido fosférico (azul).
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Apéndice 9. Espectro de masas experimental de la cisteina (rojo) vs espectro de masas tedrico
de la cisteina (azul).
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Apéndice 10. Espectro de masas experimental de la metionina (rojo) vs espectro de masas

tedrico de la metionina (azul).
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Apéndice 11. Espectro de masas experimental del 4cido malico (rojo) vs espectro de masas
teorico del &cido malico (azul).




ALTERACIONES METABOLICAS EN LA LINEA CELULAR A549 78

218
1004 -
50 117 291
101 | 147 ‘
ol 66 f 86 |+ o128 | 455 170 18 203 20 e 05 26 | 320 334
i Y L THrT T T T T
& 8 | 128 41, 160 191 202 o 320
501 17 218
1004 i
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

Apéndice 12. Espectro de masas experimental de la treonina (rojo) vs espectro de masas
tedrico de la treonina (azul).



