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Glosario

ADN: Acido desoxirribonucleico

BdrU: 5-bromo-2-desoxiuridina

DAPI: 4 ', 6-diamino-2-fenilindol

DiFAC: Disefio de farmacos asistido por computadora

DHFR: Dihidrofolato reductasa

FAH4: Tretrahidrofolato

GSH: Glutatiéon

h: Horas

HTS: High throughput screening

LDH: Lactato deshidrogenasa

Lead: Compuesto lider, que muestra la actividad biolégica deseada
min: Minuto

mL: Mililitro

MTT: Bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
NAC: N-acetilcisteina

nm: nanometros

PABA: acido p-aminobenzoico

ROS: Especies reactivas de oxigeno

rpm: Revoluciones por minuto

SAR: Estudios de relacion estructura-actividad (SAR, por sus siglas en inglés:
structure—activity relationship)

SFB: Suero fetal bovino

SRB: Sulforrodamina-B

TAQ: quinazolin-2,4,6-triamina
THF: Tetrahidrofolato

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
(TUNEL)



QSAR: Estudios de relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR por sus
siglas en inglés: quantitative structure—activity relationship)

WST-1: Disulfonato de 4-[3-(4-yodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
benceno
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1. Introduccion
1.1 Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
incontrolado y la propagacion de células anormales.” Es causado por factores
externos (tabaco, organismos infecciosos, nutricion inapropiada, productos
quimicos y radiacion) y factores internos (mutaciones heredadas, hormonas,
condiciones inmunes, y las mutaciones que se producen a partir del
metabolismo). Estos factores causales pueden actuar juntos o en secuencia

para iniciar o promover su desarrollo.?

Dicha enfermedad, es caracterizada por un aumento desregulado de la
proliferacién celular y la migraciéon invasiva e incontrolada hacia tejidos

secundarios invadiendo tejidos adyacentes o generando metastasis.

Se conocen mas de 100 tipos diferentes de cancer humano. Y, pese a que las
células de cancer comparten algunas caracteristicas, son muy diferentes
debido a su origen embrionario y grado de diferenciacion. A continuacién se
presentan una serie de alteraciones celulares necesarias para permitir el

crecimiento maligno:®

1) Independencia de las senales de crecimiento

2) Insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento
3) Inhibicion de apoptosis

4) Potencial proliferativo ilimitado

5) Angiogénesis

6) Invasioén a los tejidos (metastasis)

Estas caracteristicas explican por qué, en general, el cancer es una
enfermedad inevitable durante el promedio de vida humana.? Cualquier
persona puede desarrollar cancer. Diez o mas afnos pasan con frecuencia

entre la exposicion a los factores externos y la deteccion de la enfermedad. El



riesgo de ser diagnosticado aumenta con la edad, ya que la mayoria de los

tipos de cancer requieren muchos afios para desarrollar.?
1.1.1 Importancia del cancer

El cancer en un problema de salud importante, dado que se extiende en todo
el mundo y representa una enorme carga para la salud mundial, tocando cada
region y grupo socioeconémico (Figura 1). A nivel mundial, una de cada siete
muertes se debe al cancer; esta enfermedad causa mas muertes que el SIDA, la
tuberculosis y la malaria de forma conjunta.4 Cuando los paises se agrupan de
acuerdo a sus ingresos econdmicos, el cancer es la segunda causa principal de
muerte en aquellos de ingresos altos; después de las enfermedades
cardiovasculares, y la tercera causa principal de muerte en paises de ingresos
bajos y medianos; después de enfermedades cardiovasculares y enfermedades

infecciosas y parasitarias (Tabla 1).°

Tabla 1. Causas de muerte en el mundo por nivel de ingresos en 2012°

Nivel mundial Ingresos bajos y medios Ingresos altos
Lugar Muertes % Lugar Muertes % Lugar Muertes %
1 17,513 31 1 13,075 30 1 4438 38
cardiovasculares
2 8,204 15 3 5310 12 2 2,894 25
malignas
Enfermedades 3 6,431 12 2 6,128 14 7 303 3
infecciosas y
parasitarias
4 4,040 7 4 3395 8 3 645 6
respiratorias
5 3,716 7 5 3212 7 5 504 4
intencionales
6 3060 5 6 2664 6 6 396 3
respiratorias
7 2263 4 7 2,664 4 4 515 4
digestivas
8 1,497 3 8 1,243 3 9 245 2
Mellitus
9 1,428 3 9 1,185 3 10 243 2
intencionales
10 2,459 5 10 2551 3 8 465 2
55,843 44172 11,671
causas



En los paises econdmicamente desarrollados, los tres tipos mas comunes de
cancer fueron la préstata, pulmon y colorrectal en varones, y mama, colorrectal
y pulmén en mujeres. Mientras que en los paises en vias de desarrollo
economico, los tres tipos de cancer mas diagnosticados fueron pulmon, higado
y estbmago en hombres, y de mama, cuello uterino y pulmoén en las mujeres
(Figura 1).°

Asi, manera global, el cancer constituye un gran problema de salud. Y a pesar
de los tratamientos que prolongan la supervivencia, los avances en la terapia
del cancer no han reducido significativamente la tasa de mortalidad a escala

mundial.?

Por otra parte, la carga mundial del cancer esta creciendo a un ritmo
alarmante; para el 2030 se esperan alrededor de 21.7 millones de nuevos
casos y 13 millones de muertes. Estas cifras se pueden aumentar aun mas
debido a la adopcion de conductas y estilos de vida asociados con el
desarrollo econdmico y la urbanizacién. Por ejemplo, el tabaquismo, la mala
alimentacion, la inactividad fisica y los patrones reproductivos.® Por lo tanto, se
hace evidente la necesidad de la prevencion y modificacién de los factores de
riesgo para el cancer, asi como la deteccién y diagndstico temprano que

permitan un tratamiento adecuado vy eficaz.?



Figura 1. Distribucion por género, de los diversos tipos de cancer en el mundo °



1.2 Medicamentos actuales contra el cancer

Una vez que se confirma el diagnostico de cancer, se debe de determinar la etapa
para evaluar las opciones de tratamiento y el prondstico; el diagndstico correcto es
esencial para un tratamiento adecuado y eficaz. Los principales tratamientos del
cancer son la cirugia, la quimioterapia, radioterapia, terapia dirigida (hormonal e
inmune), que se pueden usar solos 0 en combinacion con el objetivo de erradicar
el cancer, prolongar la vida del paciente de forma considerable y/o mejorar la

calidad de vida.® Estos tratamientos se describen brevemente en la Tabla 2:

Tabla 2. Principales tratamientos contra el cancer®

Tipo de Descripcion
tratamiento P

Ciruaia Procedimiento en el que se extirpa la masa tumoral del
9 cuerpo

Tratamiento que usa altas dosis de radiacién para destruir
Radioterapia . ,
células cancerosas y reducir tumores
. Tratamiento que wusa farmacos para destruir células
Quimioterapia 9 P
cancerosas

: Tratamiento que usa ayuda al sistema inmunitario a
Inmunoterapia . a y ay
combatir y eliminar las células cancerosas

Tratamiento que actua sobre los cambios que promueven el
Terapia dirigida crecimiento, la division y diseminacion de las células
cancerosas

Tratamiento que hace mas lento o detiene el crecimiento
ezl ialeaiennzit principalmente de aquellos tipos de cancer que usan
hormonas como factor de crecimiento

- z

La quimioterapia ha sido durante mucho tiempo el enfoque de eleccion para el
tratamiento de los tumores que no son adecuados para la diseccién radical debido
a una etapa avanzada. Sin embargo, algunos de estos tumores poseen la

capacidad de resistir los efectos de los agentes quimioterapéuticos.”

La resistencia a agentes quimioterapéuticos puede ser dividida en dos categorias:
intrinseca y adquirida. La primera indica la presencia de mediadores pre-
existentes que conduce a la ineficacia hacia un tratamiento dado, mientras que la
segunda representa la aparicion de resistencia contra un régimen terapéutico
inicialmente eficaz. La resistencia a la quimioterapia y a la terapia dirigida
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representa un obstaculo para una respuesta clinica duradera. Ante esta situacion,
los futuros esfuerzos para el descubrimiento de nuevos farmacos anticancerigenos

deben ser enfocados a rebasar esta problematica.’

2. Antecedentes
2.1 Desarrollo de farmacos

Desde el comienzo de su existencia, el ser humano ha buscado la cura de sus
enfermedades en diversas fuentes: hierbas, frutas, raices, corteza de arboles,
etc. El nacimiento de la quimica farmacéutica, disciplina relacionada con el
descubrimiento y disefio de nuevos farmacos, se estableciéo a partir de los
trabajos de Paul Ehrlich. Este introdujo los primeros conceptos para el
desarrollo racional de farmacos, reconociendo que para el desarrollo de un
farmaco es necesario e importante el conocimiento de sus efectos benéficos y

toxicos.

Asi, buscando farmacos para tratar la sifilis, realizé un estudio con mas de 600
compuestos que contenian arsénico en su estructura. Este trabajo sent6 las
bases de lo que hoy conocemos como estudios de relacién estructura-
actividad, esto es, la relacidon entre la presencia de un determinado atomo o
grupo funcional en una molécula y el efecto que producen en una determinada

actividad farmacoldgica.?
2.1.1 Identificacion del objetivo biol6gico (molécula diana)

En la actualidad el descubrimiento de nuevos farmacos es un largo proceso
que comienza con la identificacion de la diana bioldgica. La diana bioldgica es,
por ejemplo, alguna enzima que desempena un papel fundamental en el
proceso que lleva al desarrollo de una determinada enfermedad. De manera
que, resulta atractivo encontrar una molécula que interaccione con esta enzima

inhibiéndola y evitando su accién.®

2.1.2 Validacién de la diana



La validacion, es el proceso de establecer un efecto causal de la enfermedad,
y el potencial terapéutico de una diana potencial. Por ejemplo, una proteina
que es sobreexpresada en las células cancerosas, podria representar un diana

molecular contra la tumorigénesis.9

La identificacién y validacion de dianas relevantes en la enfermedad es crucial

para el desarrollo de nuevos farmacos.
2.1.3 Generacion de nuevos compuestos y seleccion del lead

Luego de establecida la diana biolégica es necesario encontrar el denominado
lead (compuesto prototipo), una molécula que tiene la actividad biolégica
deseada, sobre una diana molecular validada.? Para esto, se desarrollan una
serie de ensayos bioquimicos o celulares para monitorear la actividad de una
serie de compuestos. Aquellas sustancias activas (leads) seran utilizadas
como punto de partida para modificaciones quimicas. Ademas del enfoque de
deteccion, hay varias estrategias alternativas que se pueden utilizar para
identificar compuestos lead, como el HTS (high throughput screening; un ensayo
de un gran numero de compuestos de origen sintético o natural, en un test
biolédgico in vitro sobre una diana de potencial utilidad terapéutica).”® Y el
disefio de farmacos asistido por computadora (DiFAC), que comunmente, tiene
3 objetivos: 1) encontrar nuevos compuestos lead para su posterior
optimizacion; 2) identificar compuestos selectivos; y 3) optimizar la actividad

biolédgica de compuestos activos.'°
2.1.4 Optimizacion del lead y pruebas preclinicas

Un punto de partida es a menudo un compuesto bioactivo, modificado
quimicamente para mejorar sus propiedades de actividad, farmacocinéticas o
bioIc’>gicas.9 La diferencia entre un buen ligando y un farmaco exitoso es que
este ultimo no sélo es potente contra la diana (como un buen ligando), sino

que también presenta buena biodisponibilidad y baja toxicidad.



Durante el proceso de optimizacion del lead, los quimicos farmacéuticos tratan
de mejorar las propiedades de solubilidad, lipofilia, permeabilidad a la
membrana, estabilidad metabdlica, mediante la introduccién de pequefias
modificaciones estructurales para mejorar sus caracteristicas de absorcién,
distribucién, metabolismo y excrecion; propiedades farmacocinéticas que
describen la disposicion de un compuesto dentro del organismo y la influencia
de la actividad del compuesto como un farmaco. El proceso de optimizacién
consiste en ciclos iterativos de disefio quimico y evaluacion biolégica dirigida,

a la eleccion de un farmaco candidato para el desarrollo preclinico.9

Las pruebas preclinicas, incluyen los estudios in vitro y en animales para
demostrar la calidad, seguridad y eficacia del producto y cuyos resultados

pudieran ser extrapolados a humanos.
2.1.5 Pruebas clinicas

El proceso de descubrimiento de farmacos continua con las pruebas clinicas,
es decir la investigacion en seres humanos dirigida a obtener informacion con
respecto a las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas, asi como de
su seguridad. del farmaco

Dependiendo de la naturaleza y fase de estudio, puede estar disefiada para
valorar la seguridad de un farmaco, la eficacia para el tratamiento o prevencion
de trastornos especificos, su tolerabilidad y efectos secundarios. Las diversas

fases de los estudios clinicos se muestran en la Tabla 3.2

Tabla 3. Caracteristicas de las diversas fases de estudios clinicos'?

Fase | Fase I Fase Il Fase IV
Primera vez en Primera vez en Estudio clinico Vigilancia
seres humanos pacientes multicéntrico después de la

comercializacion
10 a 100 50 a 500 Cientos a miles de Varios miles de
participantes participantes participantes participantes
Por lo comun
voluntarios sanos; Sujetos que Sujetos que Pacientes en
en ocasiones reciben el farmaco = reciben el farmaco = tratamiento con el
pacientes con experimental experimental farmaco aprobado
enfermedades



avanzadas o poco
comunes

Abierto

Seguridad y
tolerabilidad

Meses a un afno

Tasa de éxito: 50%

Asignacion al azar,
con grupo testigo
(que puede ser un
grupo testigo que

recibe placebo);
puede ser ciego 0
doble ciego

Eficacia e intervalo

de la dosis

Uno a dos anos

Tasa de éxito: 30%

Asignacién al azar,
con grupo testigo
(que puede ser un
grupo testigo que

recibe placebo);
puede ser ciego o
doble ciego

Confirmacion de la

eficacia en una
poblaciéon mas
grande
Tres a cinco afnos
Tasa de éxito: 25%
a 50%

Abierto

Eventos adversos,
apego terapéutico,
interacciones
medicamentosas
Sin duracién fija

Hoy en dia, el descubrimiento y desarrollo de farmacos es un proceso largo y

costoso. Se tarda una media de 12 afios y cuesta alrededor de 800 millones de

dolares.® El desarrollo de farmacos es retratado cominmente como un proceso

lineal, progresando desde la diana molecular a los compuestos lead, que son

altamente optimizados para desarrollar los candidatos preclinicos, y finalmente

a los farmacos para la evaluacion clinica (Figura 2)."



Figura 2. La forma integrada en que se produce el descubrimiento de
farmacos consta de varias etapas sucesivas: (1) lIdentificacion de la diana, (2)
Validaciéon de la diana, (3) Generacion y seleccion de compuestos lider, (4)
Optimizacion del lidera, (5) Pruebas preclinicas y (6) Pruebas clinicas.

Sin embargo, el proceso de descubrimiento de farmacos es un ciclo iterativo
entre el disefio compuesto, sintesis, evaluacion biologica e interpretacion.
Cada ensayo proporciona retroalimentacion para el diseio de nuevos
cor%puestos dirigidos a mejorar las propiedades de los compuestos (Figura
3).
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Figura 3. El descubrimiento de farmacos es una serie de ciclos iterativos
vinculados a la retroalimentacion del disefio, sintesis y evaluacion de
compuestos. A medida que el perfil biolégico del compuesto se hace mas
sofisticado, la complejidad y el numero de ensayos requeridos para la
evaluacién también aumentan.™

2.2 Desarrollo de antineoplasicos

La primera generacion de farmacos contra el cancer, originarios desde la
década de 1950, eran casi todos agentes citotoxicos. Estos farmacos actuan
dafiando el ADN, inhibiendo su sintesis o interfiriendo con la divisién celular.

La Tabla 4 muestra ejemplos de cada categoria ®. Muchos de los cuales fueron
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descubiertos por el escrutinio de compuestos de origen natural que fueron
capaces de matar las células cancerosas, como el paclitaxel, un inhibidor de
microtubulos. Los agentes alquilantes de ADN, originalmente a base de
mostazas nitrogenadas, fueron modificados estructuralmente a fin de controlar
sus velocidades de reactividad quimica, lo que llevdo a farmacos como la
ciclofosfamida y la ifosfamida. Estos farmacos no fueron disefiados con base a
la genética y biologia molecular del cancer sino con los principios de la
quimica farmacéutica contemporanea, y en algunos casos, se trataba de la
aplicacion de las relaciones estructura-actividad y cristalografia de rayos X

como unicas fuentes de informacion.

Tabla 4. Agentes quimioterapéuticos clasificados por su modo de accion®

Fase del ciclo

Tipo de agente Ejemplos Modo de accion celular afectada

Agentes modificadores del DNA

Cloranbucil Alquilacion del ADN Fase no especifica
Ciclofosfamida  Alquilacion del ADN Fase no especifica
Agentes Carbamustina Alquilacién del ADN Fase no especifica
alquilantes Lomustina Alquilacion del ADN Fase no especifica
Dacarbazina Alquilacion del ADN Fase no especifica
Temozolomida  Alquilaciéon del ADN Fase no especifica

Cisplatino FEMMEEIE e ERMETE Fase no especifica
de ADN
Complejos de Oxaliplatino Formacién de aductos Fase no especifica
platino P de ADN P
Carboplatino SEMMEEIEN e ERETE Fase no especifica
de ADN

Anti-metabolitos
Antagonista del acido

Metotrexato - Fase S
folico
6- Inhibe la sintesis de
. " Fase S
mercaptopurina nucledtidos
Fluorouracil I,nr_nbe la smt_e3|s de Fase S
acidos nucleicos
L Interfiere con la sintesis
Gemcitabina de ADN Fase S
Venenos del huso
: Vinblastina SrErers e ez | o
Alcaloides de la microtubulos
Vinca T Previene el ensamble de
Vincristina Fase M

microtubulos

. Previene el ensamble de
Taxanos Paclitaxel . § Fase M
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Previene el ensamble de
Cocetaxel . . Fase M
micro tubulos

Inhibidores de topoisomerasas

Causas roturas de la
Camptotecina cadena/ Inhibe la Fase G2
replicacion del ADN
Inhibe la replicacion del

Inhibidores de
topoisomerasa |

Inhibidores de SOpEERE ADN SESD b
topoisomerasa | Topotecan 'I:S:\tl)e la replicacién del Fase M
Antibiéticos antitumorales

Bleomicina Causa fragmentacion del Fase G2

ADN

Se intercala con el ADN/
Daunorrubicina Inhibe la topoisomerasa Fase S

I

Se intercala con el ADN/
Doxorrubicina Inhibe la topoisomerasa Fase S

I

2.2.1 Desarrollo de nuevos antineoplasicos

Los avances en la comprensiéon molecular del cancer que se han hecho
durante las ultimas tres décadas, ha transformado profundamente la forma de
identificar y desarrollar medicamentos contra este padecimiento. Ahora, las
dianas moleculares, reflejan la creciente comprension de los cambios
genéticos y epigenéticos que son responsables de la iniciacion y progresion
maligna del cancer a través de la desregulacién de la bioquimica celular y las
redes de sefalizacion.”™ Se buscan agentes terapéuticos dirigidos que
interactien con una diana molecular especifica para mediar sus efectos
terapéuticos. Estas dianas moleculares se identifican y validan
cuidadosamente. Su objetivo es contar con una macromolécula celular que
esté implicada en la patogénesis de la enfermedad y en la que su modulacién
farmacoldgica tenga un efecto sobre el curso de la enfermedad. Hay cuatro
tipos principales de macromoléculas: proteinas, polisacaridos, lipidos y acidos
nucleicos. Las proteinas son consideradas la mejor fuente de dianas para
nuevos farmacos. Por otro lado, los agentes terapéuticos dirigidos

molecularmente pueden ser moléculas pequefas, anticuerpos y vacunas. Las
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moléculas pequefas se definen como moléculas por debajo de un peso
molecular de 900 Da, que se difunden rapidamente a través de las membranas
celulares y pueden llegar a dianas intracelulares, asi como objetivos situados
fuera de la célula. Por el contrario, los anticuerpos, no pueden atravesar las
membranas celulares y actuar en el interior de una célula; ellos pueden inhibir
la interaccién de las moléculas de sefalizacibn y los receptores o
desencadenar una respuesta inmune para destruir células cancerosas.
Mientras que las vacunas normalmente contienen antigenos especificos que

las células cancerosas sobre expresan.g
2.2.2 Importancia de la quimica farmacéutica

Una vez que una diana, por ejemplo, una proteina, ha sido identificada, el
siguiente reto es descubrir moléculas que interaccionan con esta
macromolécula. La quimica farmacéutica es la disciplina encargada de la
sintesis de estas moléculas, que puede ser casi infinita; las limitaciones
ocurren con base a la sintesis quimica y los efectos de ciertos grupos
funcionales en el cuerpo humano. Varios farmacos se han producido de este
modo; los quimicos farmacéuticos realizan el trabajo de desarrollo del
compuesto desde el principio, hasta el punto en el que el compuesto esta listo

para los ensayos clinicos.™
2.2.2.1 Disefio de farmacos

Existen varias estrategias que son utilizadas para la identificacion de
compuestos lead. Un punto de partida es a menudo un compuesto bioactivo
interesante, que es modificado quimicamente para mejorar sus propiedades de
actividad, farmacocinéticas o bioldgicas. Por otro lado, una estrategia cada vez
mas importante en el descubrimiento moderno de farmacos es el disefo
racional. El cual comienza con el diseio de compuestos que se ajustan a
requisitos especificos, ya sea de la estructura 3D de la diana bioldgica (disefio
de farmacos basado en la estructura) o de las estructuras de moléculas

pequefias activas ya conocidas (disefio de farmacos basado en ligando). Por
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ultimo, incluso el descubrimiento de farmacos modernos por serendipia sigue

siendo importante.’
2.2.2.2 Disefio de novo

El disefio de farmacos de novo hace referencia a la produccién de nuevos
compuestos de manera virtual, que pueden no tener ninguna relacién con
moléculas ya producidas en el laboratorio. Lo que hace posible explorar de
manera significativa millones de compuestos, que pueden ser "hechos" cada
segundo. Con la ventaja de rechazar automaticamente, aquellos con grupos
quimicos que son conocidos por causar problemas en el desarrollo clinico, por

ejemplo, toxicidad.™
2.2.2.3 Estudios SAR

Los estudios de relacion estructura-actividad (SAR, por sus siglas en inglés:
structure—activity relationship) son centrales en la quimica farmacéutica; como
el nombre lo indica, la estructura seleccionada tendra una actividad particular
que variara de una manera definida de acuerdo con el tipo de grupos quimicos

afiadidos a la molécula de partida."
2.2.2.4 Estudios QSAR

Los estudios de relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR por sus siglas
en inglés: quantitative structure—activity relationship), son una herramienta
clave, que proporciona el analisis de compuestos virtuales, utilizando
algoritmos informaticos: QSAR implica un analisis estadistico, utilizando los
valores tales como el peso molecular y liposolubilidad, para predecir los grupos
funcionales que tienen mas probabilidades de mejorar la actividad bioldgica.
Ademas de identificar los grupos con atributos positivos, QSAR se utiliza para

eliminar los grupos potencialmente toxicos. ™

Una vez que se realizé la sintesis de las moléculas de estructura pequefa

seleccionadas, por su potencia y selectividad demostrada mediante cualquiera
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de las diversas herramientas de la quimica farmacéutica, éstas pasan a las

pruebas de actividad biolodgica para confirmar o extender su perfil de actividad.
2.2.2 Pruebas de citotoxicidad

En las primeras etapas del descubrimiento de farmacos, la citotoxicidad in vitro
es un indicador eficaz de la potencial toxicidad en humanos, que debe ser
establecida con el fin de maximizar la probabilidad de progresar exitosamente
en el desarrollo de compuestos. Es importante mencionar que los modelos de
citotoxicidad estan limitados por su incapacidad para predecir la posible
toxicidad resultante de las interacciones entre los diferentes tipos de
estructuras celulares y matrices extracelulares, tales como las que ocurren a
nivel de tejido, érgano y sistema.' En el caso de farmacos antitumorales, los
ensayos de citotoxicidad son imprescindibles para cernir la especificidad y
accion de estos sobre diferentes lineas celulares. Las pruebas de citotoxicidad
in vitro, pueden medir diferentes parametros que intervienen en la progresion
de la muerte y la proliferacién celular. La mayoria de estos ensayos estiman

las respuestas celulares a tres diferentes niveles:'’

1) como la proliferacién celular, la viabilidad, y la muerte

2) analisis de las vias de transduccién de sefal (por ejemplo, canales de
iones y mensajeros secundarios)

3) en el nivel transcripcional/traduccional y el ADN (por ejemplo, proteinas,

metabolitos celulares, y genes)

Existen un gran numero de ensayos de citotoxicidad in vitro, disefados y
desarrollados para medir las respuestas celulares que van desde la muerte
celular hasta una alteracién temporal o reversible, en la estructura y funcion
celular. Los puntos finales comunes que se miden para el analisis de la

citotoxicidad son:'’

1) Numero de células
2) Viabilidad celular

3) Permeabilidad de membrana
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4) Funcién metabdlica celular

5) ATP celular

6) Calcio intracelular

7) Potencial de membrana mitocondrial y

8) Tamafo nuclear

Los ensayos mas comunes para medir un determinado punto final se

presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Ensayos de citotoxicidad con base a varios criterios de valoracion

Criterio de valoracion Ensayo de citotoxicidad

Ensayo de tincion con azul de metileno, resazurina,
sulfordamina B (SRB), azul tripano, Hoechst

Ensayo de LDH, azul alamar, cristal violeta, calceina-
AM, diacetato de fluoresceina, deteccidén redox
Permeabilidad de LDH, MTT, anexina, ensayo basado en la granzima, o
membrana con base a la caspasa

Funcion metabdlica MTT, WST-1

celular
ATP celular Ensayo luminiscente basada en el ATP

Calcio intracelular Fluo-3, Fluo-4

Proteina celular total Ensayo de SRB

Homodimero de etidio, colorante de propidio, BrdU,
Tamano nuclear DAPI, ensayo de TUNEL, Hoechst, ensayo basado en
las caspasas

Rojo neutro, ensayo de actividad de la catepsina D,
ensayo basado en la granzima

Glucosa Analogo de la glucosa fluorescente

Numero de células

Viabilidad celular

Actividad lisosomal

Finalmente, cabe destacar que la eleccion de un ensayo particular para el
analisis de la citotoxicidad de una sustancia quimica dependera de factores
tales como: los modelos de cultivo celular in vitro, las plataformas de cultivo, el
punto final a medir, métodos de evaluacion o deteccion, mecanismo de la

citotoxicidad y las propiedades fisicoquimicas del compuesto a evaluar."’

2.3 Usos de las quinazolinas
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Los heterociclos que contienen nitrégeno estan en muchos compuestos
bioactivos. Entre éstos destaca el nucleo de la quinazolina (Figura 3), cuyos
derivados presentan diversas propiedades farmacologicas tales como:
antimicrobiana,’®  anticonvulsiva,’”®  anticancerigena,?®®  antimalarica,?’

|,24

antihipertensiva,?® anti-inflamatoria,?®> antidiabética,’® antitumora anti-

colinesterasa.'® Algunos ejemplos representativos se muestran en la Figura 4.

XN

>

N

Figura 4. La estructura quimica de quinazolina.

Figura 5. Estructuras de algunos farmacos comerciales y alcaloides que
incorporan el nucleo de quinazolina.25

2.3.1 Sintesis de nuevos derivados de quinazolina
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Debido a las diversas propiedades farmacoldgicas de las quinazolinas, éstas
han sido denominadas como estructura privilegiadas para la busqueda de
nuevos principios activos.?® Una de sus dianas moleculares reportada ha sido
la dihidrofolato reductasa (DHFR),%® una enzima implicada en la produccion de
tetrahidrofolato (THF), cofactor esencial para la sintesis de metabolitos
indispensables para las células (ADN, ARN y proteinas). La mayoria de las
bacterias y plantas producen este cofactor por biosintesis de novo a partir del
acido p-aminobenzoico (PABA), Figura 5. Mientras que en células de
mamiferos como las del hombre, la producciéon de folatos depende de fuentes
externas obtenidas de la dieta y posee vias alternas para reducir folatos,
purinas y pirimidinas.?’” Hace varios afios se emprendid la bUsqueda de
compuestos antifolatos, es decir que actuen inhibiendo la produccion de acido
tetrahidrofdlico, por ejemplo, mediante la inhibicion de DHFR y por tanto
mediante la inhibicion de la produccion de ADN, ARN y proteinas conduciendo
a la muerte celular (Figura 5),%® producto de este esfuerzo son los farmacos
antibacterianos (Trimetoprim), antimalaricos (Pirimetamina) y antitumorales

(Metotrexato).?’
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Figura 6. Funciones del tetrahidrofolato y la dihidrofolato reductasa en el
metabolismo, se muestra que cuando DHFR es inhibida ocurrira muerte
celular.?®2°

Con el fin de encontrar nuevos farmacos contra enfermedades, se ha
desarrollado y explorado la actividad de nuevos derivados de quinazolina. Un
ejemplo de esto, es la busqueda de moléculas bioactivas contra enfermedades
que afectan a las regiones mas pobres del mundo;*® por ejemplo, la

' leishmaniosis,

enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi,’
causada por Leishmania spp,* y malaria, causada por Plasmodium vivax y
Plasmodium falciparum.* En este contexto, nuestro grupo de investigacion
sintetiz6 una serie de derivados de la quinazolin-2,4,6-triamina (TAQ), Figura
6.2 Estos compuestos y sus resultados de actividad antiprotozoaria se

presentan en las Tablas 6, 7 y 8, respectivamente.
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Figura 7. Quinazolin-2,4,6-triamina

Tabla 6. Nuevas quinazolinas con actividad biolégica antiparasitaria

Clave

Estructura

NH, "
NJ\\N
ﬁ@f Uoant

OCH
OCH 5
NH,
Nﬁf%:ﬂ::::]//N
HZN/JQ°N
OCF,

OCH 4
NH,
N)D/N
H2N’JQ°N

21,30

Peso molecular (g/mol

373.23

366.40

415.48

469.45

523.43
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Tabla 7. Actividad in vitro contra tripomastigotes de T. cruzi y promastigotes de L.
mexicana a 24 h?" %

Trypanosoma cruzi

Leishmania mexicana

Compuesto Cepa NINOA Cepa INC-5 Cepa MHOM/BZ/61/M379
LCso (UM)+ SD  LCsp (UM) + SD LCso (uM) = SD
Nd Nd 0.93+0.1

287.81+16.54  183.67 +7.61 65.43 + 6.45

62.64 + 0.27 46.52 +4.53 23.10 + 1.42
S 1777+079 40.67 + 8.96 8.00 + 0.89
L9 35.01+4.21 29.23+6.34 4.93+0.52

Nd Nd 182.68 £ 0.19

600 + 18.92 310+ 9.45 Nd

780 + 12.23 690 + 6.78 Nd

Nfx: Nifurtimox, Bnz: Benznidazol y Glucantime; controles positivos. Nd: no
determinado, LC: concentracion litica, SD: desviacidon estandar

Tabla 8. Actividad in vivo en un modelo murino con Plasmodium berghei®

Supresion de la
parasitemia (%)

El tiempo de supervivencia
(Dias después de la administracion)

Compuesto

53.2 12+4
0 7+1
95.2 211
21 14 + 2
100 >23
100 >23
0 0

CQ: Cloroquina, Pir: Pirimetamina; controles positivos. Los compuestos se
aplicaron en 0-4 dias después de la inoculacién (pi) y se dosificaron por via oral a
una dosis de 50 mg/kg durante 4 dias

Los datos mostraron que el compuesto 8 fue de los mas activos en la reduccion de

la parasitemia y mostré casi la misma actividad que los controles positivos.
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Mientras que los otros derivados de quinazolina (4, 7 y 9) mostraron una actividad

muy débil o inexistente.*

Ya que esta serie de compuestos posee como farmacéforo a un nucleo de
quinazolina (dada la diversidad en las respuestas biologicas y farmacologicas
de las quinazolinas) y demostraron potente actividad biolégica como
antiparasitarios, resulta interesante seguir investigando mas blancos

moleculares y actividades biolégicas para estas sustancias.
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3. Justificacion

El cancer es uno de los grupos de enfermedades mas extendidas en el mundo,
prevaleciendo de manera indiscriminada sin importar regién o grupo
socioeconomico. Actualmente, los conocimientos sobre las bases moleculares
del cancer y su tratamiento han avanzado. Sin embargo, debido a su origen
multifactorial, las células cancerigenas, pese a que comparten algunas
caracteristicas entre ellas, son muy diferentes debido a su origen embrionario
y grado de diferenciacion haciendo dificil erradicar la enfermedad. Asimismo,
la resistencia a los agentes quimioterapéuticos conduce a la ineficacia de los
tratamientos, por lo que el descubrimiento de nuevos farmacos es un enfoque

prioritario.

En el presente trabajo se realizaron pruebas de citotoxicidad para determinar la
concentracion inhibitoria media (ICso) de una serie de nuevos derivados de
quinazolina, en diferentes lineas celulares, asi como pruebas para investigar su
mecanismo de accion. Este trabajo es relevante para explorar la actividad
antiproliferativa y el potencial como antitumorales o anticancerigenos, de una serie
de nuevas moléculas que previamente fueron evaluadas en protozoarios, con el fin
de conocer si su actividad se expande a células tumorales y posteriormente dar
continuidad a mas estudios dentro del campo de la quimioterapia, asi como

sintetizar moléculas mas selectivas mediante su optimizacion.
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4. Hipotesis

Si los derivados de la quinazolin-2,4,6-triamina previamente sintetizados por
nuestro grupo de investigacién, presentaron actividad citotéxica en
protozoarios manifestaran el mismo comportamiento frente a lineas celulares

tumorales por lo que podran ser considerados agentes antiproliferativos.

5. Objetivo general

Determinar la concentracion inhibitoria media de una serie de derivados de
quinazolina, en diferentes lineas celulares malignas para establecer su perfil

de accidn antiproliferativa.

5.1 Objetivos particulares

— Determinar la ICs9 de 5 derivados de quinazolina en las lineas celulares
HeLa, MCF7, HCT-15y PC-3

— Explorar si la actividad antiparasitaria de los compuestos evaluados se
expande a lineas celulares malignas

— Explorar el mecanismo de accion de los compuestos evaluados como

posibles agentes pro-oxidantes
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6. Materiales y métodos

6.1 Materiales y reactivos

— Suero fetal bovino (SFB, de GIBCO)

— Medio de crecimiento y mantenimiento para HeLa y MCF-7: Medio
EMEM (Eagle's minimum essential medium) suplementado con 10%
(v/v) de SFB, de GIBCO

— Medio de crecimiento y mantenimiento para PC-3: Medio F12K (Kaighn's
Modification of Ham's F-12 Medium) suplementado con 10% (v/v) de
SFB, de GIBCO

— Medio de crecimiento y mantenimiento para HCT-15: Medio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) suplementado con 10% (v/v) de SFB,
de GIBCO

— Tripsina-EDTA (0.25%), rojo de fenol, de GIBCO

— Placas de cultivo CORNING de 96 pozos

— Cajas para cultivo celular CORNING de 75 cm?

— Lector de placas Elisa

— Camara de Neubauer

— Colorante azul tripano

— Solucion de sulforrodamina-B al 0.4% en acido acético al 1%

— Solucion de Tris base 10 mM

— Solucién de acido acético al 1%

— Solucién de acido tricloroacético al 10%

— Agua estéril

6.2 Compuestos a evaluar

— Compuesto H2
— Compuesto 4
— Compuesto 7
— Compuesto 8
— Compuesto 9
— Cisplatino

6.3 Lineas celulares

Muchos estudios de seguridad y toxicidad de farmacos se realizan en cultivos
celulares. Las lineas celulares se obtienen de tejidos transformados con
ingenieria genética,®® de manera que le confieren capacidad ilimitada de
multiplicacion.®* La creacion de modelos de lineas celulares ha disminuido el
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numero de animales necesarios para los estudios (con la consiguiente
reduccién del costo y el tiempo) de manera que contribuyen a acelerar el

proceso de descubrimiento de nuevos farmacos.>?
6.3.1 HCT-15

La linea celular HCT-15 proviene de un adenocarcinoma colorectal en estadio
C de Duke’s ,de morfologia epitelial, adherente (Figura 7), proveniente de un

individuo de sexo masculino.*®
6.3.2 HeLa

Hela es una linea celular proveniente de un adenocarcinoma cervicouterino, de
morfologia epitelial, adherente (Figura 7), proveniente de un una mujer de 31

afios de edad de raza negra.>®
6.3.3 MCF7

La linea celular MCF7 que corresponde a un adenocarcinoma mamario,
derivada del sitio metastasico; una efusion pleural. De morfologia epitelial,

adherente (Figura 7), proviene de una mujer de 69 afios de edad.’
6.3.4 PC-3

PC-3 es una linea celular que corresponde a un adenocarcinoma prostatico de
grado 1V, derivado del sitio metastasico; hueso. De morfologia epitelial,

adherente (Figura 7), proviene de un hombre caucasico de 62 afios de edad.*®
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Figura 8. Morfologia de las lineas celulares HCT-15, HeLa, MCF7 y PC-3

provenientes de la ATCC?>® 363738

6.4 Cultivo celular

Las lineas celulares de mantuvieron en medio de cultivo de acuerdo a la Tabla 9,
suplementado con 10% (v/v) de SFB, en frascos de cultivo celular de 75 cm?, a
37°C, en atmosfera al 5% de CO; y 95% de humedad relativa dentro de una
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incubadora (Thermo). Con una densidad celular aproximada de 5X10° células/mL.

Las células fueron resembradas cada vez que la confluencia alcanzaba un 80%.

Tabla 9. Medios de cultivos utilizados para cada linea celular

Linea celular Medio de cultivo

HCT-15 Medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute)

Hel a Medio EMEM (Eagle's minimum essential medium)

MCE7 Medio EMEM (Eagle's minimum essential medium)

Medio F12K (Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium)

PC-3

6.4.1 Descongelamiento de lineas celulares

Las lineas celulares se mantienen en ultracongelacion a -80 °C, en crioviales.
Previo al procedimiento de descongelacién, se extrae el criovial de la linea celular
a descongelar y dentro de una campana de flujo laminar, se descongela lo mas
rapido posible. En condiciones asépticas se prepara un tubo Falcon de 10 mL, con
3 mL de medio de lavado F12. Se vierte la suspension celular descongelada en el
tubo Falcon, se centrifuga a 1500 rpm, durante 5 min. El sobrenadante se aspira 'y
el boton se resuspende en 2 mL de medio de cultivo de acuerdo a la linea celular
descongelada (ver Tabla 9). Posteriormente, en 2 frascos de cultivo de 75 cm?, se
coloca 1 mL de suspension celular y se adicionan 9 mL de medio de cultivo
suplementado con SFB al 10% (v/v). Las cajas se colocan en incubacion durante
24 h, a 37°C, 5% de CO;, y 95% de humedad relativa con el fin de favorecer la
adhesion celular. Al término de dicho periodo, el medio se aspira y se colocan 10
mL de medio fresco. Finalmente, los frascos se colocan en incubacion bajo las

condiciones anteriormente mencionadas.
6.4.2 Proliferacién celular

Las cajas con células son dejadas en incubacion y revisadas cada 24 h. El medio
de cultivo es reemplazado por medio fresco cada 48 h hasta que se alcanza una

confluencia entre el 80 y 90%, después se procede a la tripsinizacion.
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6.4.3 Tripsinizacion

Las cajas de cultivo son retiradas de la incubacion y bajo condiciones asépticas,
en una campana de flujo laminar, se aspira el medio de cultivo. Se adicionan 2 mL
de tripsina-EDTA 0.25%, se distribuye por la superficie de toda la caja y ésta se
deja en incubacion durante 3 minutos a 37°C hasta que se desprenda la
monocapa celular. Transcurrido este tiempo la caja se saca de incubacion y bajo
condiciones asépticas se adicionan 3 mL de medio de lavado F12, las células se
resuspenden y la suspensidon se transfiere a un tubo Falcon de 10 mL. Se
centrifuga a 1500 rpm, durante 5 min. El sobrenadante se aspira y el botén se

resuspende en 2 mL de medio fresco suplementado con SFB al 10% (v/v).
6.4.4 Cuantificacion celular

En un tubo de microcentrifuga se colocan 20 uL de la suspension celular antes
obtenida y 20 pyL de colorante azul tripano. Esta mezcla se homogeniza y se
toman 10 pL de ella, se colocan en una camara de Neubauer, y, al microscopio
con objetivo de 40X. Se cuenta el numero de células no tefiidas (células vivas).

Finalmente, se calcula el numero de células con la siguiente formula:

NCV=x2%2%x10,000
4

No. de células =

Dénde:

NCV: Numero de células vivas contadas

2: Factor de dilucién

2: Volumen de medio en el que fue resuspendido el botén celular
10,000: Factor de conversion de la camara de Neubauer

4: Numero de cuadros de 1 mm? contados en la camara de Neubauer

6.5. Pruebas de citotoxicidad

6.5.1 Preparacion de los compuestos a evaluar
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Siguiendo el esquema marcado en la Figura 8, se prepararon 5 disoluciones con

las siguientes concentraciones: 2500, 1000, 100, 10 y 1 pg/mL.

Figura 9. Obtencién de las diluciones de los compuestos de prueba

6.5.2 Citotoxicidad

Con el objetivo de determinar la ICsp, se siguid la metodologia de proliferacién,
tripsinizacion y cuantificacion celular. Se preparé una suspension celular con
200,000 cel/mL. Durante la prueba se aplicaron 100 uL en todos los pozos (20,000
cel/pozo, ver Figura 9), para cada linea celular. Las placas de Elisa se incubaron
durante 24 h (37°C, 5% de CO,, y 95% de humedad relativa) para favorecer la
adhesion celular en su superficie. Transcurrido este lapso, se aspiré el medio de
cultivo de cada pozo y se reemplazé con medio fresco (100 pL para controles y 90
ML para pozos de prueba). Después se aplico el compuesto de prueba (10

pL/pozo) de acuerdo a la Figura 9, exceptuando al control.
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Figura 10. Placas de 96 pozos, mostrando la aplicacion de las disoluciones de los
compuestos a evaluar; fueron aplicadas de izquierda a derecha después del
control, de manera decreciente en concentracioén (2500, 1000, 100, 10 y 1 pg/mL).

Esto fue realizado para cada linea celular, por triplicado.
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Posteriormente las placas se incubaron durante 24 h, a 37°C, 5% de CO; y 95%
de humedad relativa. Al término de la incubacién, se aspira el medio de cultivo y
se fijaron las células con 100 pL de acido tricloroacético al 10%, durante 1 h a 4°C.
Posterior a esto se lavaron con 100 yL de agua destilada, 5 veces y se dejaron

secar a temperatura ambiente.
6.5.1 Tincion con sulforrodamina-B y lectura de placas

Una vez seca la placa, se adicionaron 50 yL de solucion de SRB al 0.4% en acido
acético al 1% a cada uno de los pozos. Se incubo 30 min a temperatura ambiente
y transcurrido este lapso el colorante fue lavado con 100 yL de acido acético al
1%, 5 veces y se dejaron secar las placas de igual manera a temperatura
ambiente. Después se solubilizé el colorante adicionando 100 uL de Tris base 10
mM, con agitacion durante 5 min hasta observar la solubilizacion homogénea.
Posteriormente se procedié a la lectura del ensayo, con un lector de microplacas a
una longitud de onda de 564 nm. El porcentaje de proliferacion se determin6 con

la siguiente formula:

] ., ACPX100 i
% Proliferacion= ~acc donde:

ACP: Absorbencia del compuesto de prueba
ACC: Absorbencia del control, considerado el 100% de proliferacion

El porcentaje de proliferacion para cada concentracion, dada por las diluciones de
cada compuesto, fue calculado obteniendo el promedio entre las 3 repeticiones

realizadas.
6.6 Prueba para la exploracién del mecanismo de accién de los compuestos

Especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) estan implicados en
efectos de la radiacion y quimioterapia, mutagénesis y carcinogénesis.*® Para
explorar si durante el proceso de inhibicion celular estaban involucradas ROS, una

vez obtenidas las IC5y de cada compuesto, estas se probaron en presencia de un
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antioxidante (N-acetilcisteina). Para lo cual se siguid la metodologia de
proliferacion, tripsinizacion y cuantificacién celular. Se prepard una suspension
celular con 200,000 cel/mL. Durante la prueba se aplicaron 100 puL en todos los
pozos (20,000 cel/pozo, ver figura 10), para cada linea celular. Las placas de Elisa
se incubaron durante 18 h (37°C, 5% de COy, y 95% de humedad relativa) para
favorecer la adhesion celular en su superficie. Transcurrido este lapso, se aspiro el
medio de cultivo de cada pozo y se reemplazé con medio fresco (100 pL para los
controles, 90 uL para los pozos de ICsg, pre y post tratamiento, y, 80 yL para los

pozos de tratamiento simultaneo)

Después se aplicaron los tratamientos de la siguiente forma, ver también Figura
10.

— 1Csptedrica (10 uL) de los compuestos en cada linea celular, durante 24 h.

— En un pre-tratamiento de 4 h con N-acetilcisteina 5 mM (10 pL/pozo).
Después de este tiempo el medio fue aspirado, se adicionaron 90 uL de
medio fresco y 10 uL del compuesto de prueba (ICs), durante 24 h.

— En un tratamiento simultaneo con la ICso del compuesto de prueba (10
ML/pozo) y N-acetilcisteina (10 uL/pozo), durante de 24 h.

— Enun post tratamiento, inicialmente de adicionaron 10 uL del compuesto de
prueba (ICso), durante 24 h. Al final de este lapso se aspiré el medio, se
adicionaron 90 pL de medio fresco y 10 yL de N-acetilcisteina 5 mM,
durante 4 h.

Durante los tratamientos las placas fueron incubadas durante 24 h, a 37°C, 5% de
CO;, y 95% de humedad relativa. Al término de la incubacién, se aspir6 el medio
de cultivo y se fijaron las células con 100 pyL de acido tricloroacético al 10%,
durante 1 h a 4°C. Posterior a esto, se lavaron con 100 pL de agua destilada, 5
veces, se dejaron secar a temperatura ambiente y se realizd una tincién con SRB

con el procedimiento previamente descrito.
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Figura 11. Placa Elisa, mostrando la prueba para la exploracién del mecanismo
de accién de uno de los 5 compuestos evaluados.

7. Resultados y discusion
7.1 Pruebas de citotoxicidad

Las pruebas de citotoxicidad tuvieron como fin, evaluar el efecto sobre la
proliferacién de los compuestos de prueba sobre las lineas celulares HCT-15,
HelLa, MCF7 y PC-3, mediante el calculo de las ICs, de cada compuesto. Esta
fue calculada mediante el software SPSS Ver. 22, utilizando el analisis de
regresion Probit con un 95% de limites de confianza. El control positivo usado
fue el cisplatino. Para poder comparar los resultados entre cada compuesto, la
concentracion de las diluciones fue cambiada de yg/mL a yM. En la Figura 11
se muestran las graficas de actividad para la linea celular HCT-15 con los
compuestos de prueba. Mientras que en la Figura 12, se muestran las graficas
de actividad de los controles positivos sobre la misma linea celular. En el
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apéndice se muestran las graficas de la actividad de los compuestos

evaluados sobre las lineas celulares restantes.
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Figura 12. Efecto sobre la proliferacion celular de los compuestos: a) H2, b) 4,
c)7,d)8ye)9, en lalinea celular HCT-15, evaluada con la técnica de SRB
después de 24 h de su aplicacion
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Figura 13. Efecto sobre la proliferacion celular del control positivo: a)
Cisplatino sobre la linea celular HCT-15, evaluada con la técnica de SRB
después de 24 h de su aplicacion

Mediante los datos obtenidos en las pruebas in vitro, se determiné la
concentracion inhibitoria media (ICso) de la proliferacion para las 4 lineas
celulares empleadas. Los datos mostrados corresponden a los compuestos

evaluados con linea celular (Tabla 10).

Tabla 10. ICsy (uM) de los 5 compuestos evaluados en las lineas celulares
HCT-15, HeLa, MCF7 y PC-3, obtenidas mediante la técnica de SRB

e ihlfrenrlitgr ICs0 (M) Sll_JIpn;)Irti?)r
161.96 265.65 443.61
61.17 97.13 155.03
48.01 70.95 105.00
197.49 323.74 541.19

1731.08 3188.11 6125.43
59.32 93.33 147.86
140.73 209.45 314.31
737.81 1275.90 2276.58
34.56 54.80 87.34
23.51 37.04 58.28
48.99 71.83 105.64
114.52 184.42 301.37




HCT15 38.31 60.15 95.13
Hela 9.70 14.88 23.09
MCF7 26.10 37.77 54.71
PC3 56.68 89.17 141.46
HCT15 27.80 43.99 69.97
Hela 13.73 21.46 33.49
MCF7 22.02 32.22 47.14
PC3 96.29 154.87 253.22
HCT15 32.36 48.94 75.44
Sl Hela 6.61 9.57 13.86
MCF7 39.28 54.99 77.89
PC3 123.76 188.14 294.78

A continuacién, unicamente con fines comparativos, en la Tabla 11, se contrastan
los valores de la ICso (MM) del cisplatino obtenidos experimentalmente, con otros
valores ya reportados (valores para 24 h de exposicion al cisplatino, HeLa, HCT-
15y PC-3 evaluados mediante MTT,** *" 42 MCF7 evaluada mediante SRB*®).

Tabla 11. ICs del cisplatino, valores experimentales y reportados*® 4"+ 4243

Linea celular Hela HCT-15 MCF7 PC-3

ICso cisplatino 9.57 48.94 54.99 188.76
experimental

ICs5o cisplatino reportada R 29.5 40.33 136

7.2 Prueba para la exploraciobn del mecanismo de accion de los

compuestos

Este estudio fue disefiado para examinar la proteccion de un antioxidante
durante su pre, post y tratamiento simultaneo.** Se probaron las ICso
estimadas y, en presencia de N-acetilcisteina, en diversos tratamientos,
previamente descritos en la metodologia. Los resultados obtenidos se
presentan en la Tabla 12. Dado que el compuesto 9, fue el que presentd el

mejor perfil de actividad para las 4 lineas celulares en las que fue probado, en
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la Tabla 13 se muestran imagenes de los resultados de esta prueba para este

compuesto.

Tabla 12. Porcentaje de proliferacion en ausencia y en presencia de N-
acetilcisteina (pre-tratamiento, tratamiento simultaneo y post-tratamiento)

% Proliferacion

—— ICs0 Pre-tratamiento Tr.atam'l G Post-tratamiento
celular simultaneo
HCT-15 31.8 30.7 24.0 19.3
Hela 71.60 79.2 67.2 79.0
MCF7 61.0 61.7 61.5 62.2
PC-3 32.2 29.6 22.4 18.3

% Proliferacion

cLeIInu?:r ICs0 Pre-tratamiento -I;ri?ntﬁipé:ﬁgg) Post-tratamiento
HCT-15 Nd Nd Nd Nd
" Hela 728 72.8 70.7 75.3
MCF7 60.6 60.2 78.6 445
PC-3 28.8 25.6 481 16.1

% Proliferacion

cLe:Inu?:r ICs0 Pre-tratamiento Z;f:&:ﬁgg) Post-tratamiento
HCT-15 454 41.0 447 33.8
7 Hela 57.2 51.3 54.2 54.0
MCF7 30.0 25.0 29.0 17.9
PC-3 22.6 22.2 221 16.6

% Proliferacion

cLe:Inu?aar ICso Pre-tratamiento zri?ntﬂwé:ﬁr(;? Post-tratamiento
HCT-15 30.8 26.0 31.5 18.4
Hela 73.2 79.9 72.6 67.9
MCF7 54.7 68.5 63.9 60.8
PC-3 24.5 25.7 27.6 17.2

% Proliferacion

Hiuez ICs0 Pre-tratamiento leatamrlento Post-tratamiento
celular simultaneo
HCT-15 275 25.1 27 .1 19.9
Hela 60.8 59.6 57.2 61.6
MCF7 40.2 36.1 56.0 34.0
PC-3 63.0 61.7 56.0 48.3
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Tabla 13. Micrografias de la prueba con el tratamiento con N-acetilcisteina del
compuesto 9

Comp.9 HCT-15 MCF7 PC-3

Control

1Cs0

Pre-
tratamiento

Tratamiento
simultaneo

Post-
tratamiento

8. Discusidon de resultados

La actividad biolégica in vitro, de los derivados de quinazolina H2, 4, 7, 8 y 9
se probo en las lineas celulares HCT-15, HeLa, MCF7 y PC-3. Su actividad

esta expresada en IC5p (Tabla 10). Este parametro se calculé después de 24 h
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de la exposicién. El cisplatino fue usado como control positivo. Como se puede
apreciar en la Tabla 10, varios compuestos resultaron mas activos o
equipotentes que el cisplatino. Este es el caso del compuesto 7, en PC-3, con
ICs0 de 184.42 uM (cisplatino 188.14 uM), el compuesto 8, en MCF7 y PC-3,
con ICso de 37.77 y 89.17 uM, respectivamente (cisplatino 54.99 y 188.14 uM,
respectivamente), y el compuesto 9, en HCT-15, MCF7 y PC-3, con IC5y de
43.99, 32.22 y 154.87 uM, respectivamente (cisplatino 48.94, 54.99 y 188.14
MM, respectivamente). Es interesante contrastar, que los compuestos
evaluados previamente habian sido probados como tripanocidas,
antileishmaniasicos y antimalaricos, y entre ellos, los que presentaron mayor
actividad fueron el H2 (IC5,=0.93 uM, probado promastigotes de Leismania
mexicana a 24 h), el 9, 8, y, con moderada actividad 7 y 4 contra Trypanosoma
cruzi y Leishmania mexicana, mientras que contra Plasmodium berghei el
compuesto 8 fue el mas activo (Tablas 7 y 8). Por el contrario, en las lineas
celulares en las que fue evaluado el compuesto H2, no demostré gran potencia

como antitumoral (Tabla 10).

Dado que en estudios posteriores,®® se llegé a la conjetura de que su
mecanismo de accion es producido parcialmente a través la inhibiciéon de

DHFR, asi como por un mecanismo rédox,>°

se puede asumir que dicho
compuesto presenta cierta selectividad hacia la DHFR de protozoarios, pues
aunque dicha enzima esta presente en mamiferos, protozoarios, bacterias y
hongos, su estructura es diferente en los distintos organismos, por lo que
presenta distinta sensibilidad a sus respectivos inhibidores.*> Como se
menciond previamente dentro de los compuestos evaluados, sobresale la
actividad biologica de 8 y 9 al obtener ICs inferiores al compuesto control; de
manera similar a los resultados anteriormente obtenidos en parasitos. Estos
compuestos guardan semejanza en su estructura en los atomos de fluor, estos
probablemente les podrian haber conferido mayor actividad biolégica debido a
que aumentan la lipofilia de las moléculas, lo que modifica su absorcion. En
cuanto al compuesto 4, en la Tabla 10 podemos observar que este fue el

menos activo, lo cual posiblemente se debe al tamafio del sustituyente en el
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anillo de benceno en la posicion 6. Y ya que este sustituyente puede no tener
un efecto electronico en el nucleo de quinazolina, se asume que la disminucion
de la actividad se debe a sus dimensiones. De manera global, la potencia de
los compuestos, en las 4 lineas celulares, es de la siguiente forma
9>8>7>H2>4.

Se explord el mecanismo de accion de los compuestos evaluados mediante la
adicion de un antioxidante dado que las especies reactivas, que incluyen
principalmente especies reactivas del oxigeno (ROS), inducen un estado de
estrés oxidante, caracterizado por efectos téxicos por oxidacion de lipidos,
proteinas, carbohidratos y nucledtidos, lo cual produce acumulacion de
agregados intracelulares, disfuncién mitocondrial y apoptosis.*® De manera
que un pro-oxidante, generara muerte celular mediante este mecanismo,
mientras que un antioxidante ejercera un efecto protector y evitara los dafos
causados por las ROS; al captarlos, previniendo asi dafos a la célula. En la
Tabla 12, podemos ver en el compuesto 8 (uno de los mas activos), la
proliferacién celular tiende a aumentar en la mayor parte de los pre-
tratamientos con N-acetilcisteina, de manera que muy probablemente los
efectos citotoxicos de este compuesto se deban a que actia como pro-
oxidante y su actividad citotoxica es atenuada. Los efectos protectores de la
NAC se deben a que esta es el precursor acetilado de uno de los aminoacidos
de glutation (GSH). Diversos estudios con animales y humados con NAC han
demostrado que es un potente antioxidante, que actua mediante la reduccién
de cistina extracelular a cisteina, o actuando intracelularmente como una
fuente de grupos sulfhidrilo (-SH) que sirve como donador de electrones y es
responsable de la actividad bioldgica del glutatiéon.** Por lo tanto, NAC estimula
la sintesis de GSH, mejora la actividad de la glutatién-S-transferasa y es un
poderoso nucledfilo capaz de eliminar especies electrofilicas. Por el contrario
del pretratamiento del compuesto 8, en el post-tratamiento, asi como en el pre
y post tratamiento del compuesto 9 y 7, no se observé un efecto protector
inducido por la NAC. Incluso, la proliferacion celular en estos casos disminuyo,
por lo que podemos atribuir este aumento en la citotoxicidad a que la NAC
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actu6 para favorecer la actividad citotoxica, tal vez como pro-oxidante como ha
sido reportado en algunos casos de dafo hepatico y renal causado por post-
tratamientos con esta sustancia,** en tanto que pretratamientos con NAC han
sido eficaces en la reduccién del dafio renal agudo mientras que el post-
tratamiento los agravé.** En cuanto al mecanismo de accién de la molécula
H2, ésta posee en su estructura una unidad de ferroceno, por lo que la quimica
rédox entre Fe*?/Fe™® puede contribuir a la bioactividad de este compuesto
sumado a la inhibiciéon de la DHFR. Finalmente, ademas de los compuestos
con mayor potencia en su actividad biolégica (anteriormente mencionados),
cabe destacar que, la actividad de H2 en la linea celular MCF7; 7 en las lineas
celulares HCT-15, HeLa y MCF7; 8 en las lineas celulares HCT-15y HelLa; y, 9
en la linea celular HeLa. Presentaron una ICsy, que, si bien no iguald, o fue
inferior al del control positivo, fue muy cercano a dicho valor, lo que convierte a
estos compuestos también en buenos candidatos para seguir siendo
estudiados y ser sometidos a modificaciones para mejor sus perfiles de

actividad bioldgica.
9. Conclusiones

La evaluacién in vitro de nuevos compuestos es imprescindible en el proceso
de busqueda y desarrollo de nuevos farmacos. En este proyecto se logré
determinar la IC5y de 5 nuevos derivados de quinazolina, mediante la técnica
de SRB.

La actividad de los compuestos evaluados, que anteriormente fue evaluada en
parasitos, se expande a lineas celulares, aunque no con la misma potencia.
Los compuestos con mejor actividad citotoxica son el 8 y 9, en las lineas
celulares MCF7 y PC-3, y, HCT-15, MCF7 y PC-3, respectivamente. Por lo que
estos son los mejores candidatos a optimizar con potencial antitumoral. El
compuesto H2 constituye al mejor candidato como antiparasitario, pues su

actividad en lineas celulares no fue destacada.
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El compuesto 8, muy probablemente, actua como pro-oxidante induciendo asi
muerte celular, mientras que el mecanismo de accion de los compuestos
restantes no ha sido esclarecido aun de manera certera, haciendo asi

conveniente ampliar los estudios para elucidarlo.

Los aportes de este trabajo de investigacion serviran para guiar el desarrollo y
posterior modificacion de nuevas moléculas, de acuerdo a la actividad

biolégica deseada.
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10.Apéndice
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Figura 14. Efecto sobre la proliferacion celular de los compuestos: a) H2, b) 4,
c)7,d) 8ye)9, en la linea celular HelLa, evaluada con la técnica de SRB
después de 24 h de su aplicacion
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Figura 15. Efecto sobre la proliferacion celular de los compuestos: a) H2, b) 4,
c)7,d) 8ye)9, en la linea celular MCF7, evaluada con la técnica de SRB
después de 24 h de su aplicacion
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Figura 16. Efecto sobre la proliferacion celular de los compuestos: a) H2, b) 4,
c)7,d) 8ye)9, en la linea celular PC-3, evaluada con la técnica de SRB
después de 24 h de su aplicacion
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Figura 17. Efecto sobre la proliferacion celular del control positivo: a)
Cisplatino sobre la linea celular HelLa, evaluada con la técnica de SRB

después de 24 h de su aplicacion
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Figura 18. Efecto sobre la proliferacion celular del control positivo: a)
Cisplatino sobre la linea celular MCF7, evaluada con la técnica de SRB

después de 24 h de su aplicaciéon
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Figura 19.

después de 24 h de su aplicacion

Efecto sobre la proliferacion celular del control positivo: a)
Cisplatino sobre la linea celular PC-3, evaluada con la técnica de SRB
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