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ADN
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c.b.p
col
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D-MEM
DS
ejem

G

h

H/E
HEPES
I1Cso

Fig
min
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PBS

PBS -EDTA

SDS
SFB
TBE
Topo |
Topo Il
TUNEL

ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucléico

Acido ribonucléico

Pares de bases

Cuanto baste para

Colaboradores

Dimetil sulfoxido

Medio Eagle modificado de Dubelcco

Desviacion estandar

Ejemplo

NUmero de veces que se incrementa la fuerza centrifuga
Horas

Hematoxilina-eosina

Acido N(2-hidroxietil) piperazin N'-(2 etanosulfnico)
Concentracién del compuesto que inhibe el 50% de la
proliferacién celular

Figura

Minutos

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazolo-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
Solucién amortiguadora de fosfatos pH =7.4 (KCL 2.6 mM, NaCl
136.9 mM, KH,PO, 1.7 mM, Na,HPO, 10.1 mM)

Solucién amortiguadora de fosfatos con acido
etilendiaminotetracético (PBS, EDTA sédico 0.9 mM)
Dodecilsulfato de sodio o laurilsulfato de sodio

Suero fetal bovino

Trisborato/EDTA

Topoisomerasa |

Topoisomerasa Il

Terminal deoxinucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick End
Labeling (marcaje de los extremos de ADN fragmentados con

dUTP mediado por la enzima deoxinucleotidil transferasa
Terminal)



ANTECEDENTES

I. ANTECEDENTES

El cancer no se refiere a una enfermedad si no a un conjunto de ellas, las cuales se caracterizan
por una division celular anormal y descontrolada. EIl cancer inicia como un tumor primario, sin
embargo, en algin punto las células se separan del tumor y viajan a través del torrente
sanguineo y vasos linfaticos ocurriendo asi el proceso de metastasis regional y/o a distancia,
provocando finalmente la muerte del individuo."* Es una enfermedad de origen genético
causada por factores fisicos, quimicos y/o biolégicos. Actualmente es la segunda causa de

muerte en México y en el mundo.?

Uno de los tratamientos que ocupa un lugar preponderante en el tratamiento contra los tumores
malignos es la quimioterapia. Generalmente también se emplea en combinacion con
radioterapia, cirugia o inmunoterapia, lo que permite el aumento en el éxito del tratamiento.* Sin
embargo uno de los principales problemas que se presentan en el tratamiento del cancer con
quimioterapia es la resistencia a la misma, por lo que la bdsqueda de nuevos farmacos
antitumorales con mejores propiedades de selectividad y efectividad es relevante. En los Ultimos
afios se ha intensificado la investigacion para la obtencién de nuevos farmacos, para ser
utilizados en la clinica oncoldgica. Muchos de estos compuestos provienen de compuestos

naturales o sintetizados en el laboratorio.

La actividad antitumoral de diversos compuestos triciclicos ha sido estudiada, particularmente,
las 9-aminoacridinas, 9-alquilaminoacridinas o las 9-arilaminoacridinas con o sin sustituyentes
en la posicion 3, 4, y 5. La actividad de estos compuestos parece estar relacionada con su
interaccion con el ADN. Un ejemplo es la amsacrina (N-4[-9-acridilamino)-3-metoxi-
fenil]metanosulfonamida), un potente farmaco antileucémico y moderado agente intercalador de
ADN.°

Alvarez Ibarra y col. propusieron un nuevo tipo de compuestos, sintetizaron varios derivados de
9-hidroxi o 9-alquilaminotiazolo[5,4-b]quinolina y al evaluar su actividad citotoxica ésta resulto
ser favorable. La sustitucion isostérica de un anillo de benceno del nucleo de la acridina por un
anillo tiazolo que planteé en los compuestos sintetizados, origind un nuevo tipo de agentes

potenciales antitumorales.>®



ANTECEDENTES

Continuando el trabajo de Alvarez Ibarra, Lira Rocha y col. han realizado la sintesis de varios
compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina. Algunos de ellos mostraron buena actividad

citotoxica en lineas celulares humanas.®

Recientemente Lira Rocha ha reportado una nueva generacion de agentes intercaladores de tipo

tiazolo[5,4-b]quinolina con modificaciones estructurales en las posiciones 9y 2.

En este trabajo se presentan los resultados de la evaluacion citotdxica de cuatro nuevos
derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina en las lineas celulares humanas HelLa y CalLo de
adenocarcinoma de cervix, MCF-7 de cancer de mama, K-562 de leucemia, SW620, y SW480

de cancer colorrectal, asi mismo se propone que el tipo de muerte celular es de tipo apoptotico.
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II. INTRODUCCION

2.1. Cancer.

Bajo el término cancer se agrupan un conjunto de enfermedades que se caracterizan por una
proliferacién excesiva y descontrolada de las células,™? que en ocasiones puede ser rapida o
lenta pero en ambos casos no se detiene,” invaden y dafian tejidos y 6rganos,* provocando

finalmente la muerte del individuo.*

En la actualidad el cancer es la segunda causa de muerte en México y en el mundo, y es la
principal causa de muerte en nifios de 1 a 14 afios.*®° Solo las enfermedades cardiovasculares
superan al cancer como causa de fallecimientos.**%*

El cancer puede definirse como la pérdida de la regulacion metabolica, debida a alteraciones en
el genoma celular que afecta la expresion o funcién de genes que principalmente controlan el
crecimiento y la diferenciacion celular ademas de la muerte celular lo que produce expansion y
heterogeneidad clonal.******** Es una enfermedad caracterizada por un desequilibrio entre la

division y la muerte celular.*

El cancer comienza como un tumor primario, sin embargo en algin punto las células se separan
del tumor primario y son transportadas por el sistema linfatico o por la sangre, alcanzan lugares
alejados del organismo, donde se dividen y forman tumores secundarios y a este proceso se le

conoce como metéstasis.” >*"18

Para que se lleve a cabo la transformacion de células normales a cancerigenas se requieren al
menos de tres pasos que son: la iniciacién, que se entiende como el conjunto de eventos que dan
lugar a la pérdida de la inhibicion del crecimiento celular por contacto con células contiguas; la
promocion que se refiere a la perpetuacion del dafio celular, por la activacion de oncogenes o
inactivacion de supresores tumorales y finalmente la progresion, donde la progresion de células
premalignas producen nuevos clones con incremento en la capacidad proliferativa, invasiva y

19,20,21,22 La

potencial metastatico (Cuadrol). invasion hacia tejidos normales por células

tumorales es el motivo por el cual el cancer es letal.»*#%
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Desarrollo Neoplasico

Célula Neoplasica

Alteracion de la | Aductos de ADN
la iniciacion Efectos epigenéticos
genética , Replicacion celular

Proliferacion celular
Apoptosis reducida

Promocion de la
Expansion clonal

A

Célula Preneoplésica Neop]asma Benigno
Transformacién| Activacion de oncogenes
de la iniciacion Inactivacion de genes
genética supresores de tumores
Replicacion celular
Apoptosis reducida

Progresion
Heterogeneidad de
la alteracion genética

Replicacion celular
Apoptosis reducida
Neoangiogénesis

v

Célula Neoplésica .
P Neoplasma Maligno

Cuadro 1. Formacion de las células neoplasicas. Las células neoplésicas se caracterizan por pérdida de las
siguientes caracteristicas: inhibicion de crecimiento por contacto, capacidad de anclaje y crecimiento ordenado
(anaplasia).®

El cancer puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tejido corporal,’® los
diferentes tipos de céancer se clasifican en funcion del tejido y célula de origen.* En el ser
humano se han reconocido y clasificado mas de 100 tipos distintos de cancer de acuerdo a su
origen (cuadro 2), 2! siendo tres los principales subtipos:

a) Sarcomas: son de origen mesodermico, derivan de células del tejido conectivo como huesos,
cartilagos, nervios y vasos sanguineos, asi como de tejido muscular y tejido adiposo.

b) Carcinomas: son de origen ectodérmico y endodérmico, los carcinomas de estructura similar
a la piel se denominan carcinomas de células escamosas, los que tienen una estructura glandular
se denominan adenocarcinomas. Los carcinomas incluyen algunos de los canceres mas
frecuentes. La falta de tratamientos eficaces para los carcinomas radica en la gravedad de alguno
de ellos, como los melanomas, que adquieren rapidamente la capacidad metastésica y son
generalmente fatales.*

c) Por ultimo estan los originados por células del torrente sanguineo como las leucemias,
linfomas y mielomas.*
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ORIGEN TUMORES REPRESENTATIVOS
g Piel Carcinoma de las células basales
2 E Glandula mamaria Carcinoma de mama
j ;3 Neuronas Neuro blastoma
2E Células dela glia Glioblastoma
Células de laretina Retinoblastoma
Melanocitos Melanoma
Hueso Osteosarcomas
o Tejido fibroso Fibrosarcomas
” ; Cartilago Condrosarcomas
2.5 Musculo Rabdomiosarcomas
z i Vaso sanguineo Hemangiosarcomas
8 E Células adiposas Liposarcomas
Eritrocitos Leucemia eritrocitica
Linfocitos Lencemia linfocitica v linfoma
]
-1 Vejiga urinaria Carcinoma de vejiga
2 E Pancreas Carcinoma de pancreas
= Colon Carcinoma de colon
=1 Pulmén Carcinoma de pulmén
Tiroides Carcinoma de tiroides
Higado Carcinoma hepatico

Cuadro 2. Ejemplos de tumores humanos segin se origen.*

2.2. Carcinogénesis

La carcinogénesis puede ser vista como un proceso que exhibe una evolucién celular acelerada
pero anormal, donde la informacion que controla la proliferacion, diferenciacion y apoptosis es
transformada bajo una atmdsfera ambiental selectiva.®* Las células normales sufren dafio

genético via mutacion somética o germinal >%

Sea cual fuere la causa inicial por la que una célula normal se transforma en cancerosa y
transmite a su descendencia esta alteracion, es necesario que esta modificacion se encuentre

impresa en su ADN.?’
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Un carcinégeno es un agente que produce neoplasia o la induce.? Los factores que originan el
cancer se pueden dividir en dos grupos: los factores exdgenos que constituyen de un 80-90% de

los casos y los factores enddgenos (por factor hereditario), que forma del 10-20% restante.

Los factores exdgenos se dividen en cuatro grupos: compuestos quimicos, factores fisicos,
bioldgicos y sociales; y a su vez estos se clasifican en genotdxicos, es decir que causan dafio al
material genético de la célula (ADN), o no genotoxicos, los cuales acttan al nivel de factores

que estimulan la proliferacién celular ( no acttan directamente sobre ADN), 2282

ya que al
aumentar la capacidad proliferativa de las células, también se aumenta la probabilidad de que
ocurran mutaciones en el ADN que deriven en cambios en la diferenciacion de la célula

(Cuadro3).°*°

Genotoxicos
1.- Quimicos
No Genotdxicos

2.- Fisicos Radiaciones. Genotoxicos

3.- Bioldgicos

Bacterias. No Genotdxicos

4.- Sociales Estrés

{ Virus. Genotéxicos

Depresiones profundas

Cuadro 3. Factores exdgenos que causan cancer.”?*%

En el caso de los factores sociales se ha demostrado que causan inmunodepresion, lo que deriva
en la falta de reconocimiento de las células malignas por el sistema inmunolégico y permite su

proliferacién y propagacion.’
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2.3. Apoptosis

La muerte celular generalmente es clasificada en dos categorias nombradas necrosis y
apoptosis.®**? Ambos tipos de muerte celular tienen caracteristicas funcionales, morfoldgicas y
mecanismos que las diferencian®y que a la vez son definitorias de cada tipo de muerte celular.®
La necrosis, también conocida como muerte celular patoldgica, es un proceso gue ocurre cuando
la célula estd expuesta a un dafio por factores externos. Esta muerte celular "accidental” ocurre
como respuesta a una gran variedad de condiciones extremas (ejem. hipertermia, hipoxia., entre
otros) o agentes que producen un dafio en la membrana plasmatica (complemento, virus).*** La

necrosis es un proceso "pasivo".?* Se caracteriza por dafio mitocondrial, ruptura de la

membrana, lisis celular y liberacién del contenido cotiplasmético al medio extracelular.®23*

Contrariamente, la apoptosis también conocida como “muerte celular programada”, es un
proceso activo que requiere sintesis proteica, la célula sufre una condensacion nuclear y
citoplasmatica. El término de apoptosis deriva del griego apo que significa separacion o
derivacion y ptosis, caida, que describian el desprendimiento de las hojas del arbol en otofio y
fue adoptado en el afio de 1972 por Kerr, Wyllie y Currie para designar la muerte celular
fisiologica. Sus caracteristicas morfologicas revelan condensacion de la cromatina nuclear,
desintegracion nucleolar, disminucion del tamafio nuclear, compactacion del citoplasma y de
organelos (excepto mitocondrias y ribosomas), alteraciones del citoesqueleto y aspecto de
burbujeo de la membrana celular. Durante el proceso final ocurre fragmentacion del ADN

debido a una ruptura internucleosomal del ADN, se forman fragmentos nucleares recubiertos de

membrana (cuerpos apoptéticos), que son fagocitados por macrdfagos sin evidencia de reaccion
32,35,36,37

inflamatoria (fig. 1).

Fig. 1. Fases del proceso apoptético. A) Célula normal. B) Disminucién del volumen celular. La cromatina se
empieza a condensar. C) Aparecen repliegues en la membrana plasmatica a consecuencia de sus deformaciones. D)
La cromatina se dispone en la periferia del ndcleo mientras que el volumen celular sigue disminuyendo. E)
Fragmentacion de la cromatina. La membrana nuclear mantiene su integridad. F) Fragmentacién del nicleo. G)
Fragmentacion celular. Se forman los cuerpos apopt6ticos compuestos por membrana plasmatica que engloba
material nuclear y citoplasmatico.?
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En la apoptosis ademas de las caracteristicas morfoldgicas mencionadas se han caracterizado
una serie de cambios y procesos histologicos y bioquimicos respectivamente, como son la
reorganizacion de los microfilamentos de actina (que altera la arquitectura de la célula) y el
desenganche de la célula de sus células vecinas y activacion de endonucleasas dependientes de
los iones Ca?* y Mg?* que fragmentan el ADN genémico por los espacios internucleosomales
generandose fragmentos multiplos de 180 pares de bases.*® También hay disminucién en el

2L os residuos de

potencial de membrana mitcondrial. En la membrana plasmatica
fosfatidilserina normalmente presentes en la cara interna de la membrana celular, apareceran
también en la cara externa,®® lo que permite el reconocimiento de estas células apoptéticas por
los macréfagos y su fagocitosis.?

El proceso apoptético puede ser dividido en tres etapas:

La primera fase es la iniciacion, en la cual la célula recibe el estimulo que la conduce a la
muerte; en la segunda o de ejecucion se dan la mayoria de los cambios morfoldgicos y
bioquimicos caracteristicos de la apoptosis, y por ultimo, en la tercera etapa llamada de
eliminacion los restos celulares son degradados por los macréfagos y células adyacentes.*

La apoptosis juega papeles muy importantes en varios sistemas bioldgicos tales como la

respuesta inmune, hematopoyesis, desarrollo embriénico y carcinogénesis.***?

2.3.1. La apoptosis vy la terapia antitumoral

La muerte celular apoptdtica es un fendbmeno que ha tomado gran importancia en los Gltimos
afios, debido principalmente a las implicaciones que tiene en la vida de los organismos desde
que son concebidos hasta que mueren, es importante el papel que tiene en ciertas enfermedades
como son enfermedades infecciosas, autoinmunes, neurodegenerativas y cancer entre otras.*°

La apoptosis defectuosa representa un factor causal considerable en el desarrollo y progresion
de cancer. La habilidad de las células tumorales para evadir el proceso apoptdtico puede jugar

un papel muy importante en su resistencia al régimen terapéutico convencional,®

por lo que
resulta de enorme utilidad la busqueda de agentes que sean capaces de inducir la apoptosis en

estas células.*
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2.4. Tratamiento del cancer.

Cirugia

La cirugia tiene el objetivo de extirpar totalmente el tumor. Sigue siendo la mejor opcion en la
mayoria de los canceres y se puede aplicar en combinacion con la radioterapia, la quimioterapia
y la hormonoterapia como tratamientos adyuvantes. Lamentablemente, su uso esta limitado a
unos cuantos tumores solidos y su eficacia depende en gran parte de la existencia o no de

metastasis®.

Radioterapia
La radioterapia consiste en la irradiacion con rayos X y rayos vy de las células malignas. Con su

uso se pretende impedir la proliferacion de las células y suele ir asociada a la cirugia. Es una
terapia localizada que se fundamenta en la induccién de dafio molecular en células tumorales al
ser irradiadas. Las lesiones directas en el DNA son las realmente responsables del éxito, aunque
no deja de ser una arma de doble filo puesto que estas lesiones también pueden inducir
resistencias, principal inconveniente de esta terapia junto con los efectos secundarios que

provoca.?*

Terapia antihormonal

La terapia antihormonal intenta evitar el efecto promotor tumoral de ciertas hormonas como son
los estrogenos o los andrdgenos, que inducen la proliferacion de las células tumorales. Un
ejemplo de su aplicacion seria para el tratamiento de algunos canceres de mama en los que se
estan utilizando farmacos que acttan sobre el receptor de los estrogenos (ER), ya sean agonistas
parciales tipo tamoxifeno, o antagonistas puros como el ICI 182.780 y el ICI 164.384. De
momento con esta terapia sélo se han conseguido efectos transitorios, ademas de presentar
numerosos inconvenientes como son la induccion de tumores de endometrio, osteoporosis,

resistencias, etc.?*

Quimioterapia

La quimioterapia se basa en el empleo de agentes quimicos citotdxicos de los que se espera que
actuen de forma selectiva sobre las células cancerosas. Actualmente son aproximadamente 50
los farmacos que se estan utilizando en quimioterapia, generalmente combinandolos con otras

terapias para conseguir una mayor eficacia y disminuir el desarrollo de resistencias, al tiempo de

10
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reducir las dosis de cada uno a los limites aconsejables de su toxicidad, empleando muchas
veces terapias distintas de forma consecutiva.

Estos farmacos se clasifican en dos grupos: los que acttan a nivel de sintesis del ADN y los que
lo hacen sobre componentes citoplasmaticos esenciales para la division celular; parece ser que la
mayoria de los agentes citotdxicos causan lesiones en el ADN desencadenando la muerte celular
por apoptosis. Las células que tienen mutados genes implicados en la induccion de la apoptosis
suelen ser mas resistentes a este tipo de tratamientos (ejem. p53 y bcl-2).

La quimioterapia se puede aplicar como terapia primaria frente a determinados canceres como
son algunos linfomas, tumor de Wilms, carcinoma microcitico de pulmon, etc.; también se
administra en pacientes en los que no es posible aplicar otra terapia por lo avanzado de la
enfermedad y en combinacion con la cirugia (vejiga, mama, laringe, algunos sarcomas).

Aunque para algunos canceres se puede considerar que la respuesta es bastante favorable
(testiculo, linfomas, leucemias), existen otros muchos que no responden a estos tratamientos
(melanoma, pancreas, etc.). La curacion por quimioterapia se produce Unicamente en un 15% de
los tumores avanzados. De la clasificacion de los canceres humanos segin su sensibilidad a la
quimioterapia se deduce que en la mayoria de los canceres mas importantes, los avances son
pequefios y en algunos casos practicamente nulos. El principal problema al que se enfrenta al
administrar tratamientos quimioterapicos es la aparicion de resistencia, fendmeno que conduce a
la pérdida de eficacia de dichos tratamientos e incluso en muchas ocasiones, las células llegan a
desarrollar resistencia frente a mdltiples farmacos; la falta de respuesta al tratamiento
anticanceroso puede ser debida a las caracteristicas intrinsecas del tumor (ya sea porque las
células cancerosas no absorban 0 no metabolicen convenientemente al farmaco o lo degraden
rapidamente, etc.), siendo mas frecuente que ésta aparezca durante el transcurso del

tratamiento.?*

2.5. Farmacos antineoplasicos.

La toxicidad de los farmacos antineoplasicos es debida a su falta de especificidad, un factor
limitante para su empleo. Como se ha visto, la mayoria de estos farmacos actlan en fases
especificas del ciclo celular, siendo activos preferentemente en aquellas células que estén en
proceso de division. Estos farmacos son muy eficaces en tumores en los que existe un alto

porcentaje de células en division, pero contrariamente son también diana los tejidos normales

11
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con un alto indice de proliferacion como es la médula dsea, los foliculos pilosos o el epitelio
intestinal. El conocimiento de la cinética del ciclo celular resulta hoy dia esencial para el
correcto uso de estos farmacos antineoplasicos.

En la mayoria de los casos los agentes quimicos anticancerigenos no son especificos y en
consecuencia, también dafian tejidos sanos. Esto ha estimulado la investigacion de nuevos
farmacos con nuevos mecanismos de accién y con potencial para superar la resistencia

inherente.*®

2.5.1. Mecanismos de accion de farmacos antineoplasicos

Los farmacos quimioterapéuticos dafian las células cancerigenas por diversos mecanismos,®*
esto debido a la variedad de blancos moleculares de éstos, por lo tanto las estructuras quimicas
son de lo mas diversas. La clasificacion de los farmacos quimioterapéuticos es en base al

mecanismo de accién que presentan o bien de acuerdo al sitio de accién a donde van dirigidos.*®

a) Agentes alquilantes
Los farmacos alquilantes interfieren con la replicaciéon del ADN.* El uso de las mostazas
nitrogenadas marcé el inicio de la quimioterapia contra el cancer.*”*® Estas reaccionan sobre los
nucledfilos celulares y en el ADN principalmente sobre el atomo nitrogeno 7 de la guanina
originando la formacion de bases andmalas con timina, también es particularmente sensible a la
formacion de una unién covalente, tanto con agentes alquilantes monofuncionales como
bifuncionales y pude muy bien representar el sitio blanco clave que determina los efectos
bioldgicos de estos agentes. (Entre los efectos farmacoldgicos mas importantes que presentan
estos agentes son la alteracién de mecanismos que intervienen en la proliferacion celular, en
particular, la sintesis de ADN vy la division celular.) Aunque estos farmacos no acttan sobre una
fase especifica del ciclo celular, se observa mayor sensibilidad al final de la fase G1 y en la fase

S.* Ejemplos de estos agentes alquilantes son mitomicina C, busulfan, ente otros (fig. 2).*04%4
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Q O|C|ZNH2
o HN OMe ﬁ (H)
? HC—S—0—(H),—0—S—H,
AN e M | ”
a) Cl Cl b) (0] C) @) O

Fig.2. Estructuras de algunos agentes alquilantes. aymecloroetamina, b)mitomicina y c)busulfan.*’

b) Agentes Hormonales

Utiles en el tratamiento de cancer dependiente de hormonas como el de mama, préstata y cérvix.
Este tipo de farmacos se unen al receptor de estrogenos (RE) promoviendo su migracién hacia el
ndcleo, de esta forma se vuelve antagénica la accién de estos compuestos.”>*3*° Algunas veces
se usan androgenos para contrarrestar los efectos de los estrdgenos y viceversa. Entre los

25484951 v/ acetato de ciproterona (fig. 3).%° El

farmacos de este tipo se encuentra el tamoxifen
tamoxifen es considerado como un modulador selectivo de receptor de estrdgenos (SERMs) el
cual se considera que puede actuar en el mismo sitio de unién al ligando, y se ubica en el
dominio del receptor conocido como E/F localizado en la porcion carboxilo terminal. Aun no se
conoce como los SERMs, como el tamoxifen puede ser antiestrogénico en unas células y
estrogénicos en otras, se cree que muchas de las actividades de los SERMs pueden ser
explicadas a través de tres mecanismos: 1) diferente conformacion del RE sobre el ligando 2)
diferente expresion y union al RE de proteinas correguladoras; y 3) diferente expresion del RE y

activacion del gen a través de no interactuar con elementos de respuesta a estrégenos (ERES). %

cH, GOCH;
W ¥

OCOCH,
(e}
\NI o)
a) / b) Cl

Fig. 3, Estructuras de agentes hormonales. a) Tamoxifeno y b) Acetato de ciproterona.”’
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c) Antibidticos antitumorales:

Provienen de microorganismos del género Streptomyces, Yy se caracterizan por intercalarse entre
las bases nitrogenadas del ADN de forma horizontal debido a su fuerza de Van der Waals,
puentes de hidrogeno e interacciones idnicas, esto causa la inhibicion de la sintesis de ARN y
ADN (las propiedades de un agente intercalador se veran mas adelante) ademas de formar
radicales libres de oxigeno gue originan la ruptura de las cadenas de ADN. Ejemplos de estos

farmacos son mitramicina, daunorrubicina y actinomicina D (fig. 4).*®

_Sar _Sar
L-Pr? II_-Me Val L-Pr(IJ II_-Me Val

o OH (0]
CH
H @ R. O R. O
@a@‘ © L-Thr -Thr

o o
OMe O OH O N
N NH,
(@]
H.C ) o)
3
e CH CH
a) b) 3 3

Fig. 4. Estructuras de algunos antibi6ticos antitumorales) daunorrubicina, b) actinomicina D *’

d) Antimetabolitos

Este tipo de farmacos intervienen con la replicacion del ADN por medio de la inhibicion de la
sintesis de ADN.* Inhiben una via metabélica esencial para la supervivencia o reproduccion de
las células cancerosas, a través del bloqueo de los mecanismos del folato, purina, pirimidina o
nucledsidos de pirimidina, necesarios para la sintesis del ADN. No se ha descubierto ninguna
via metabolica exclusiva de las células cancerosas, pero los antimetabolitos pueden emplearse
para matar a estas células, sin afectar a las del hospedador debido a las diferencias que presentan
en su tasa de crecimiento. *°*® Algunos ejemplos son metotrexano, 6 tioguanina y

citarabina. %4648

e) Inhibidores de la mitosis.
Provocan una interrupcién de la mitosis en la metafase®® (como es le caso del compuesto
colchicina) ya que interfieren con la formacién del huso acromatico, produciendo la detencién

de la metafase.*®*? Ademas interfieren con la sintesis del ARN de transferencia, probablemente
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a través de una accién como agentes acilantes.®*® Ejemplos de estos farmacos son la

Vincristina y el Taxol. 1046485253 54

Taxol

El taxol (paclitaxel) es el agente antineoplasico prometedor que ha sido introducido en el campo
de la quimioterapia del cancer en las tres Gltimas decadas.®™ Es un diterpenoide reportado por
primera vez por Wall en 1971.°°°"® Fue reconocido como un agente estabilizador de
microt(bulos®”*® 10 afios después por Horwitz y colegas. El compuesto llegé a ser de mayor
importancia clinica en los noventas.”” Actualmente es usado para el tratamiento de cancer de
seno y ovario entre otros (Fig. 5).°">%%

El paclitaxel es un inhibidor de la mitosis, y a diferencia de los alcaloides de la vinca causa la

estabilizacion de los microtabulos,®*625

esta estabilidad se da por la unién del paclitaxel a la
unidad B del dimero de tubulina®"®* donde los aminoacidos p1-31 y p217-233 son importantes

para la unién.** Como consecuencia de la estabilidad de los microtdbulos hay interferencia con

los cambios dinamicos que ocurren durante la formacién del uso mitotico, llevando al arresto
58,59,60

mitdtico y a la subsecuente induccion de la muerte celular.

Fig. 5. Estructura quimica del paclitaxel. El paclitaxel consta de un anillo taxano como nicleo. Es una molécula
poco soluble en agua y el primer estudio estructura actividad mostré que el ndcleo taxano y la cadena C-13 son
esenciales para su actividad. %

) Agentes intercalantes.

Son compuestos generalmente de estructura plana, aromaticos 6 heteroaromaticos, capaces de
incorporase entre las pares de bases apareadas alterando la forma de la doble hélice, lo que
impide la replicacion y la transcripcion y que al provocar un cambio en la conformacion del

ADN éste interfiere en la accién de las enzimas que se unen al mismo, generalmente
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topoisomerasas tipo 1 y 11.°4% Este tipo de farmacos estabilizan la unién de un complejo de
topoisomerasa | 6 11 con el ADN causando rupturas de una o las dos hebras dependiendo de la
enzima que se trate.*®>?

La intercalacion suele ser el primer paso de una serie de acontecimientos que terminan dafiando
al ADN por distintos mecanismos, fundamentalmente alterando las interacciones de éste con las
enzimas mencionadas.®®

Los agentes intercalantes pueden interactuar con el ADN, aproximandose por el surco mayor o
menor, pueden ser mas o menos selectivos a determinadas secuencias de ADN. La formacién de
complejos por intercalcion es reversible, siendo la fuerza impulsora para su uniéon una
combinacion de fuerzas electrostaticas, de Van der Waals e hidréfobas, asi como enlaces de
hidrogeno. Son cromoforos planos conjugados, deficientes de electrones que suelen llevar

cadenas flexibles polares.®”®

Entre los antitumorales intercalantes, estan las antraciclinas. En ellas, el sistema de antraquinona
es un croméforo plano, particularmente bien adaptado para su intercalacion entre los pares de
bases del ADN, ya que su superficie se acopla intimamente a la de éstas.

Los derivados de la acridina (fig. 6) se introdujeron en terapéutica en el siglo XIX como
antipaludicos y posteriormente se empezaron a usar la proflavina y la aminacrina como
antibacterianos y mas adelante algunos derivados de la 9-aminoacridina (como la amsacrina) se
utilizaron como antitumorales. Las anilinoacridinas se intercalan con el ADN, situdndose el
anillo de la anilina casi perpendicular al plano del croméforo acridina.®”®®

La intercalacién es necesaria, pero no suficiente, para la accion antitumoral, ya que ésta se
produce por la posterior interaccion de un complejo del farmaco con la enzima topoisomerasa I1.
En consecuencia, y al igual que ocurre en el caso de las antraciclinas se produce ruptura de las
hebras de ADN.®’

X X
B
B >
N HN N NH

a) b)

Fig. 6. Se muestra la estructura de acridina (a) y de la proflavina (b), uno de sus derivados.
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2.6. Topoisomerasa Il

Las ADNtopoisomerasas son enzimas nucleares esenciales para la supervivencia y proliferacion
celular en organismos procari6ticos y eucariéticos,®® catalizan la interconversion de diferentes
formas topolégicas del ADN.?*®° Estas enzimas son requeridas para la replicacion, transcripcion
y recombinacién.””™"? Todas las células contienen dos clases de topoisomerasas altamente
conservadas y que se diferencian en base a sus propiedades fisicas y mecanicas.”

a) La topoisomerasa tipo | (Topo 1) actta cortando transitoriamente una de las dos cadenas de
ADN,**" facilitando su rotacion hasta que se emparejan ambas cadenas, luego se unen los
extremos cortados y con esto queda eliminado un giro de la doble cadena de ADN.” Como
inhibidores de la Topo | se encuentra la Camptotecina y sus derivados.’®48667

b) La topisomerasa tipo Il (Topo Il) corta las dos hebras de ADN transitoriamente y es ATP-

dependiente. %707

2.6.1. Mecanismo de accion de la topoisomerasa tipo 1l. Ciclo catalitico.

La actividad enzimatica de las Topo Il se puede describir brevemente en seis pasos:

1.- Unién al ADN. La Topo Il se une a dos segmentos de ADN para iniciar el ciclo catalitico. La
union es dirigida por dos propiedades de la doble hélice que son: a) ciertas secuencias
especificas de nucleétidos que son reconocidas por las topoisomerasas tipo Il. b) La estructura
topoldgica. Las Topo Il, son capaces de distinguir la topologia del ADN, distinguen regiones
enrolladas y no enrolladas interactuando preferentemente con las regiones enrolladas.”®
2.-Formacion del complejo previo a la translocacion. Hay formacion de complejo entre la
enzima y el ADN en el que la enzima genera el rompimiento de la doble hebra de ADN en
presencia de un ion divalente, estableciendo la formacion de enlaces covalentes entre los
residuos activos de tirosina y los nuevos grupos fosfato terminales 5. La formacién del
complejo es reversible y la enzima establece un equilibrio entre la incision y religacion del
ADN.75'76

3.-Translocacion. La Topo Il experimenta un cambio conformacional que conduce el paso de

una doble hebra de ADN, a través del corte transitorio formado en el paso anterior. En este paso
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se incorpora ATP (dos moléculas), una molécula de ATP al hidrolizarse agiliza la
translocacion.”

4.-Post-translocacion. De nuevo se establece un equilibrio ruptura-union de las hebras similar al
del paso 2.

5.- Hidrdlisis de ATP. La hidrolisis de la segunda molécula de ATP promueve la separacion del
complejo ADN-Enzima.

6.-Reclicaje de la enzima. Finalmente la enzima regresa a su conformacion original y se prepara

para comenzar de nuevo el ciclo catalitico (fig. 7).

Fig. 7. Ciclo catalitico de la Topo Il. El ciclo es mostrado en una serie de 6 pasos. 1) Union ADN- Topo Il ; 2)
equilibrio ruptura-union en la pretranslocacion ; 3) Traslocacion de ADN y unién de ATP al complejo ADN- Topo
I1; 4)Post-traslocacion de ADN; 5)Hidrélisis de ATP; 6)Relajacion del ADN vy reciclaje de la enzima. ™

2.6.2. Topoisomerasa Il como blanco en la guimioterapia.

La Topo Il es el blanco principal de varias clases de farmacos antineoplasicos,®®69.70.73.76.77.78

estos agentes son exitosamente empleados en el tratamiento de diferentes tipos de céncer
humano y su eficacia clinica se relaciona con la habilidad para estabilizar el complejo’
anteriormente descrito en el paso 2 del ciclo catalitico (fig. 7). La incision transitoria que efectta
la enzima en el ADN continla s6lo en presencia del farmaco, se propone que para que se efectle

el rompimiento de ADN se requiere la formacion de un complejo ternario: enzima, ADN
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8,70,71

y farmaco (inhibidor)® mismo que puede originarse de tres formas como se muestra en la

fig. 8.

Figura 8. Formacion del complejo ternario topoisomerasa-farmaco-ADN. EI complejo ternario puede formarse por
tres posibles rutas. El farmaco puede entrar a través de interaccion con la topoisomerasa blanco (izquierda), DNA
(derecha), o el complejo enzima- DNA (centro) " ™

Los farmacos estabilizadores del complejo ADN-enzima (fig. 8), actdan uniéndose a dicho
complejo el cual resulta toxico y donde las hebras de ADN permanecen rotas lo que induce una

serie de respuestas tales como:
*Activacion de las rutas de reparacion. Durante el proceso de reparacién del ADN es posible

que haya inserciones o deleciones de bases, las cuales pueden darse en genes vitales para el

desarrollo celular.
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*Alteraciones en el ciclo celular. En células que tienen copias funcionales de p53, el producto
del gen supresor de tumores p53, se ha observado interrupcion del ciclo celular en las fases G,y
G2, después del tratamiento de estabilizadores del complejo ADN-topo Il. Sin embargo se ha
demostrado que el etopdsido y la doxorrubicina son capaces de inducir apoptosis
independientemente del status de p53, por lo que no esta claro que tipo de mecanismo
intervienen en la interrupcion del ciclo celular.

*Activacion de otras vias de sefializacion. El dafio inducido puede activar otra serie de
fendmenos como la elevacion de la concentracién de ceramidas lo cual puede conducir a
apoptosis, activacion de fosfatasas y cinasas, sin embargo ain no esta claro el modo en que
pudieran influir en la activacion citotoxica.

Las respuestas anteriores pueden conducir al inicio de la muerte celular. Los aspectos
morfologicos y bioquimicos de las células afectadas por este tipo de compuestos son similares a
los observados en la muerte celular por apoptosis.”

Entre los agentes quimioterapéuticos que inhiben a la topo Il se encuentran las acridinas de las

que se deriva el farmaco antitumoral amsacrina.”>®’

2.7. Compuestos derivados de Quinolinas. Tiazolo[5,4-b]quinolinas

El ADN es uno de los principales blancos para los farmacos anticancerigenos.®®! El disefio y
sintesis de moléculas cuyo blanco en particular son secuencias de ADN y el control de genes de
expresion tienen considerable interés en la quimica, biologia y medicina.®*

Los derivados de la acridina y la quinolina han sido extensivamente estudiados como agentes
antitumorales potenciales debido a su capacidad de intercalarse al ADN.>

La estructura planar de las acridinas confiere a las moléculas la habilidad de unirse fuertemente
al ADN por intercalacion.’®®? En el complejo de intercalacion, los sustituyentes de acridina en
las posiciones 4- y 9- son localizados en los surcos mayor o menor del ADN con el croméforo
de acridina incluido entre los pares de bases (fig. 9).2*%% La intercalacion en hebras de ADN es
una union en donde el grupo de intercalacion dirige sustituyentes en ambos surcos de manera
simultanea®™®® diversos compuestos han mostrado unién a ADN por dicho mecanismo en los

que se incluye las 9-anilinoacridina-4-carboxiamidas.®*®’
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Fig 9. Estructura general de la acridina 4,9-disustituidas y esquema de su unién a ADN de doble cadena por

intercalacion.®®

Un gran numero de alcaloides naturales y sintéticos derivados de acridinas han sido disefiados y

probados como agentes anticancerigenos (fig. 10).”% Algunos de ellos como la amsacrina®®

(un potente farmaco antileucémico conocido también como m-Amsa),®® 9-anilinoacridina’®®

y
ledakrina y nitroacridina son usados en la clinica y varios derivados asi como la 4-
carboxamidoacridina DACA (XR5000),%° imidazoacridinas®y pyrazolo[3, 4, 5-k1]nitroacridina
(PZA o NSC366140) son actualmente sometidas a pruebas clinicas.?’ La citoxicidad observada

en este tipo de compuestos puede estar relacionada con la inhibicion de la actividad enzimatica

de la topoisomerasa 11.2%%
COH, NHSO,CH, NH,
g S
N N —
N
A R
O 0 SATRIN
N N H +
Amsacrina 9-anilinoacridina DACA

Fig. 10. Estructuras de algunos derivados de la acridina 2%
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El mecanismo de accion de la acridina y derivados como la amsacrina consiste en su

N,69,90

intercalacion al AD que conlleva a la inhibicion de la actividad de la topo Il, que tiene

N©®®76.78 anteriormente

lugar con la formacion del complejo ternario topoisomerasa-farmaco-AD
mencionado (fig. 8y 9).
Por otra parte, la quimica de los derivados de quinolina ha recibido particular atencion en los

5,91 5,92,93

altimos afios™ y una gran variedad de quinolinas ha sido sintetizadas y probadas como

agentes  antialergénicos, anti-inflamatorios, antifingicos, antivirales® antimalariales,

>9 y antiprotozoarios.® Entre todos estos derivados, las tiozolo[4,5-g]-, -[5,4-g]-,

antiarritmicos
-[4,5-h]-, -['5,4-h]-, -[4,5-f]- y -[5,4-f]quinolina han mostrado alta actividad como agentes
antibacteriales. Por otra parte la sintesis de derivados de tiozolo[5,4-b]quinolina raramente ha
sido reportada en la literatura.” Estos compuestos han sido descritos como agentes potenciales
antiespasmaddicos®™ y més tarde fueron evaluados como agentes antitumorales por Alvarez
Ibarra, quien sintetizé nuevos compuestos derivados de tiozolo[5,4-b]quinolina, estos derivados
estan relacionados estructuralmente a las quinolonas y acridinas por sustitucion isostérica del

residuo bencénico por un anillo de tiazol (fig. 11).°

N A
DOL, DOG
2) S N

b)

Fig.11. Comparacion de estructuras de tiazolo[5,4-b]quinolina (a) y de acridina (b).’

Posteriormente Alvarez Ibarra realizé estudios in vitro de los compuestos sintetizados en lineas
celulares tumorales (P388, A-549, Ht-29) para observar la citotoxicidad que estos nuevos
compuestos presentaban. La actividad citotoxica obtenida fue buena,® un atomo de flior en la
posicion 7'y un grupo [(N,N-dietilamino)etil]Jamino (un grupo alquilamino) en la posicion 2 0 9
de la estructura triciclica planar heteroaromatica mostraron ser importantes para la induccion de
una actividad antitumoral significativa.” A continuacion se muestran algunos valores de 1Csg

obtenidos en estos compuestos (Tablal).
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Ry
8
R
6 s
5 4 3
Sustituyentes Linea celular
Compuesto | R1 R2 R3 [ P-388 A-549 HT-29
A SMe OH H |>70.2 >70.2 >70.2
SMe OH F |>66.1 >66.1 >66.1
C SO,Me OH H [32.4+0.9 [32.4+0.9 |32.4+0.9
D SO,Me OH Me | >60.4 >60.4 >60.4
SO,Me OH F |6.0+0.8 |6.0+0.8 |6.0+0.8
F HN(CH,)NEt, | OH H [5.76+0.07 | 7.22+0.02 | 7.22+0.02
G HN(CH2)NEt, | OH Me|3.3+0.3 |5.640.2 |3.3+0.2
H HN(CH,)NEt, |OH F |1.65+0.05|2.9+0.3 |5.0+0.5
I SMe NH(CH2);NEt, |H |[6.07+0.7 |6.07+0.7 |6.07+0.7
J SMe MeN(CH,)sNMe, |H |12.1+0.9 |12.1+0.9 [12.1+0.9

Tabla 1. Se muestran valores de ICso UM obtenidos en algunos de los compuestos sintetizados por Alvarez Ibarra y
col. entre los que se representa el valor mas alto y el mas bajo de 1Cs, que se obtuvo. *NEt, = N(C,Hs),, Me = CH3

Posteriormente, Lira y col. sintetizaron una nueva generacion de compuestos derivados de
tiazolo[5,4-bJquinolina. La sintesis de los nuevos compuestos se basé en la metodologia
empleada por Alvarez Ibarra con algunas modificaciones con el propésito de obtener
compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina con mejores propiedades citotoxicas.” Los
nuevos compuestos tienen un grupo anilino sustituido en la posicion 9 de la estructura triciclica.
Realizaron estudios in vitro en lineas celulares (SW-480, SW-620, HelLa, Calo, C-33, MCF-7,
CHO y K562) y los ensayos de citotoxicidad revelaron que el compuesto que ademas de tener
el grupo anilino sustituido tenia un grupo [(N,N-dietilamino)etil]amino resultd ser el maés
citotéxico en todas las lineas celulares, lo cual apoyaba lo obtenido por Alvarez Ibarra.’

En el trabajo de Lira y col. también se llevaron a cabo estudios de intercalacion por

desplazamiento de bromuro de etidio en ADN por los derivados tiazolo[5,4-b]quinolina. Para
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realizar dicho estudio se emplearon moléculas patron como: (3-amino-5-hidroximetil)-9-

anilinoacridina (AHMA) que se sabe tiene una aceptable actividad contra leucemia y es un buen

intercalador de ADN; la 9-anilinoacridina que es biolégicamente inactiva, sin embargo, posee

gran capacidad como intercalador,’ En este trabajo se comprob6 que la intercalacion es un

requisito para inducir la citotoxicidad pero no es un factor suficiente. Los datos obtenidos de

ICso para los derivados de esta nueva generacion de tiazolo[5,4-b]quinolina se muestran en la

tabla 2.
8
7
6
5
Sustituyentes Linea celular
Compuesto | R1 R2 R3 MCEF-7 HeLa | CaLo | C-33 SW- SW- CHO | K-
480 620 562
I SCH; | H H >200 >200 | 198.3 | 153.7 | >200 | >200 | >200 | >200
+15.8 | +7.7
T EDA | H H 16.6+ 15.96 | 29.9+ | 22.4+ | 37.7+ | 21.6+ | 30.6+ | 16.8+
2.7 +03 |15 4.2 0.8 1.8 111 |05
" SCH; |NH, |H 74.3+ 176.5 | 128.1 | 138.8 | >200 | >200 | 136.8 | 143.4
19.2 +30.3 | +25.4 | +23.9 +118. | +11.5
2
\Y; SCH; | NHAc | H 132.3+ [ >200 |>200 |>200 |>200 | 153.9 |58.8+ | 85.3+
28.5 +28.6 | 2.7 10.2
Y] SCH; | NH, |CH,OH | 1385+ |>200 | 106.4 |>200 |>200 | 183.9 |111.4 | 143.4
23.4 +2.1 +69.9 | +65 | +6.9
m-Amsa - - - 741+ 9.5 18.3+ | 8.8+ | 277+ | 16.7+ | 9.3+ | 19.9+
1.2 +06 |15 05 2.0 2.8 2.7 0.8

Tabla 2. Se muestran valores de I1Csq UM obtenidos en algunos de los compuestos sintetizados de la primera
generacion reportados por Liray col. m-Amsa se emple6 como control positivo. EDA= HN(CH,),N(Et),; NHAc =

NHCH,COOH.

Con los resultados observados en la primera generacion, Lira y col. sintetizaron una segunda

generacion de compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina con el anillo anilino sustituido

con diferentes grupos y conservando la cadena alquilamino (grupo [(N,N-dietilamino)etil]Jamino)

en alguno de estos. Algunos valores de ICs, se muestran en la tabla 3.
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3, R‘
>
gy g
N e HN/\/N\/ N (
N N N
T LI O
N/ s N/ S N/ S H
Compuestos VI-XII Compuesto XIII Compuesto XIV
Sustituyente Linea celular
Compuesto R
HelLa C-33 SW-480 | SW-620 K-562

VI 3-Cl 69.37+20.92 | 129.33+16.59|110.69+14.64 | 129.73+24.04 | 80.26+8.36

Vil 3-CN 7.75+1.13 | 15.08+10.36 | 28.68+16.88 | 43.75+15.47 | 8.01+0.65
VIl 3-OMe | 25.34+10.86 | 75.41+2.30 | 66.65+19093 | 26.58+1.60 | 22.17+11.33
IX 3°-CF; 43.34+11.80 | 59.73+3.46 | 65.1345.29 | 62.28+1.60 | 67.06+22.08
X 3™-OH >200 146.12+10.35| 146.95+59.51 | 146.34+5.17 | 173.34+3.98
XI 4°-Cl 123.86+78.19 >200 >200 145.95+14.07 | 79.45+4.10
Xl 4°-CN 140.02+51.82 >200 >200 >200 120.01+28.70

Ul 9- EDA 12.97+3083 | 9.06+1.86 27.9749.22 | 16.87+2.19 7.85+1.85

X1V 2- EDA 12.86+2.34 9.35+1.96 19.48+9.81 | 15.22+2.34 9.28+0.65

Tabla 3. Datos de 1C5, LM obtenidos de algunos compuestos de la segunda generacién de tiazolo[5,4-b]quinolina.
*EDA = NH(CH,),N(ET);

2.7.1. Nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina

Recientemente y con el propésito de mejorar las propiedades citotdxicas de los compuestos
derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina se ha sintetizado una tercera generacién de dichos
compuestos. Para llevar a cabo el presente proyecto de tesis se planted la evaluacion bioldgica de
4 nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina:

a)Compuesto 1; 9-anilino-2-(3-(dietilamino)propilamina)tiazolo[5,4-b]quinolina.

b)Compuesto 2; (4-clorofenil)amino)2-(3-dietilamino)propilamina)tiazolo[5,4-b]quinolina
c)Compuesto 3; etill 3-{[2-(metiltio)[1,3]tiazolo[5,4-b]quinolina-9-yl]Jamino}benzoato
d)Compuesto 4; 9-Cloro-2-(3-(dietilamino)propilamina) tiazolo(5,4-b)quinolina. Estos se

muestran en la figura 12. %
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Figura 12. Estructura de los 4 nuevos derivados de tiazolo(5,4-b)quinolina.

El mecanismo por el cual estos nuevos compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina puedan
intercalarse al ADN en ambos surcos de la cadena de manera simultdnea sigue estando
relacionado al de las moléculas patron AHMA de las cuales se derivan estos compuestos: al
igual que las 9-anilinoacridinas. Los nuevos derivados tiazolo[5,4-b]quinolina conservan el
sistema triciclico planar y/o un anillo anilino en la posicién 9, en una orientacién ortogonal que
presentan las moléculas patron, por lo que se proponen como potenciales intercaladores de
ADN.

La evaluacién bioldgica de los nuevos derivados tiazolo[5,4-b]quinolina esta basada en que la
modificacion con nuevos sustituyentes modificara las propiedades citotoxicas. Por otro lado se
propondra el tipo de muerte celular por la que estos compuestos inhibirian la proliferacion en

lineas celulares humanas.
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Il. OBJETIVOS

Objetivo general

> Evaluar el efecto citotoxico de 4 nuevos compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina
en cultivos de lineas celulares humanas.

Objetivos particulares

> Evaluar la viabilidad celular en lineas celulares humanas tratadas con 4 nuevos
compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina por ensayos de Bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazolo-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).

> En base a los resultados de viabilidad celular determinar la 1Csq de los 4 nuevos

compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina.

> Caracterizar el tipo de muerte celular por el cual los nuevos derivados de tiazolo[5,4-

b]quinolina inhiben la proliferacion celular.
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IV. HIPOTESIS

Derivados previos de tiazolo[5,4-b]quinolina, que tienen como sustituyentes un anillo de anilina
sustituido con grupos electroatractores y una cadena dietiletilendiamino en la posicion 9 y 2 del
anillo de tiazolo[5,4-b]quinolina respectivamente, presentaron actividad citotdxica, por lo que se
espera que los nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina que contienen por un lado al cloro en
el anillo de anilina y por otro lado una cadena dietilpropilendiamina incrementaran la actividad
citotoxica en lineas celulares humanas. Y al igual que en compuestos similares como amsacrina,

estos nuevos compuestos podréan inducir muerte celular de tipo apoptotica.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Soluciones

Preparacion de medio de cultivo
5.1.1. Medio Eagle modificado de Dubelcco (D-MEM) sin complementar (900 mL)

Medio D-MEM (Gibco) un sobre de 10 g
L-Piruvato (Gibco) 10 mL
Antibidtico-antimicotico (Gibco) 10 mL

NaHCO; (Sigma) 3.79
Aminoacidos no esenciales (Gibco) 10 mL

Acido N(2-hidroxietil) piperazin N"-(2 etanosulfonico) (HEPES)(Sigma) 2.2 ¢
Agua desionizada estéril c.b.p 900 mL
La preparacion se realiz6 en una campana de flujo laminar utilizando material estéril.
1. Enun vaso de presipitado (1L) se disolvio el sobre de medio de cultivo en 700 mL de agua
desionizada junto con los otros complementos sélidos usando un agitador magnético.
2. Enseguida se adicionaron los constituyentes liquidos se agitdé y se adicion6 agua
desionizada suficiente para completar 900 mL.
3. Se esterilizo el medio por filtracion a traves de membrana de nitrocelulosa (Millipore) de
tamarfio de poro de 0.22 um.
Como control de esterilidad se colocd una alicuota del medio en una caja petri estéril y se incubd
a 37° C por 48 h.

5.1.2. Medio D-MEM complementado.
Se siguid el mismo procedimiento que el anterior, se complemento con 10 % de suero fetal

bovino inactivado (SFB) (Gibco). De igual modo se requirio de un control de esterilidad.
SFB 10 mL

D-MEM sin complementar cbp 100 mL

Ambos se conservaron en frascos estériles bien cerrados y en refrigeracion.
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5.1.3. Medio de congelamiento

Para preparar 100 mL.

Medio de cultivo D-MEM sin complementar 80 mL
SFB (Gibco) 20 mL
Glicerol estéril (Merck) 17.5 mL

1. Todos los componentes se mezclaron en un matraz estéril hasta que la disolucion se
homogenizo y posteriormente en recipientes estériles se distribuyeron en viales de 15 mL y
se conservaron en congelacion a —20°C. Se descongel6 al momento de utilizarse tomando

solo la cantidad necesaria.

5.1.4. PBS-EDTA (Solucién amortiguadora de fosfatos con acido etilendiamino)

NaCl (J.T. Bake) 8.0¢
KCI (J.T. Baker) 029
KH,POy4 (sigma) 0.24 ¢
EDTA sddico(sigma) 0.372¢g
Na;HPO, (sigma) 144 ¢
Agua destilada c.b.p. 1L

1. Las sales se disolvieron en 900 mL de agua destilada una a una, aforar a 1L con agua
desionizada y homogeneizar la solucién.
2. En caso necesario se ajustd el pH a 7.4 con NaOH o HCI diluido y al término de su

preparacion se esterilizé en autoclave.

5.1.5. PBS (Solucién amortigquadora de fosfatos pH =7.4)

NaCl (J.T. Bake) 80g
KCI (J.T. Baker) 0.2¢g
KH2POy, (sigma) 0249
Na;HPO, (sigma) 144 ¢
Agua destilada c.b.p. 1L

Se realizd de la misma manera que el PBS-EDTA.

5.1.6. Solucién de MTT (2.5 mg/mL)
Para preparar 50 mL.
MTT (sigma) 125 mg
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PBS (esteéril) 50 mL
1. Sepesd el MTT en un tubo Corning® (50 mL) estéril usando guantes y cubre bocas ya que
es un compuesto tdxico.
2. Al tubo corning® se adiciond 25 mL de PBS par disolver el MTT y posteriormente se
agregaron los mL restantes. Se cubrié el tubo con papel aluminio y se conservo en
refrigeracion.

5.1.7. Solucion fijafora

Para preparar 50 mL.
Paraformaldeido 29
PBS c.b.p 50 mL
1. Se pesaron 2 g de Paraformaldeido, aparte, se virtieron 40 mL de PBS en vaso de
precipitado y se calent6 a 40°C en una parrilla.
2. Se agrego el Paraformaldeido al PBS, se agito y conservd la temperatura hasta que éste se
disolvio.
3. Se dejo a temperatura ambiente y enseguida se aforé a 50 mL.
La solucidn se guardo en refrigeracion perfectamente sellada y rotulada hasta su uso. La solucién

preparada es Optima durante dos semanas 0 mas.

5.1.8. TEN [10, 10, 0.15] (Tris HCI 10mM, EDTA 1mM, NaCl 0.15mM)
Para preparar 50 mL.

Tris HCI 10 mM, pH 7.5
EDTA(sigma) 10 mM, pH8.0
NaCl 0.15 mM

1. Se pesaron 63.80 mg de Tris HCI, se disolvieron en 50 mL de agua destilada con ayuda de
una barra magnética y con el potenciémetro se ajusto el pH a 7.5.

2. Se adicion6 186.12 mg de EDTA se esperd a que se disolviera, se procedio a ajustar el pH a
8.0. Por ultimo se adicion6 483.3 mg de NaCl y disolveiron.

La solucion se conservo en un frasco bien cerrado.

5.1.9. TEN [10, 10, 0.65] (Tris HCI 10mM, EDTA 1mM, NaCl 0.65mM)
Para preparar 10 mL.
Tris HCI 10 mM, pH 7.5
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EDTA (sigma) 10 mM, pH8.0
NaCl 0.65 mM
1. Se pesaron 15.76 mg de Tris HCI, 377.224 mg de EDTA y 379.86 mg de NaCl por

separado. Se procedio de la misma manera que para la solucion anterior.

5.1.10. TE [1:1] (Tris HCI 1mM, pH 7.5 — EDTA 1mM)
Para preparar 100 mL.

1. Sepesaron 15.76 mg de Tris HCly 37.22 mg de EDTA por separado. En un vaso de
precipitado de 250 mL con magneto se virtieron 80 mL de agua destilada, se colocaron
en una parrilla con agitador magnético. Se virti6 el Tris HCI en el vaso de precipitado y
agito hasta que se disolvio, se ajusto el pH.

2. Seagregé el EDTA y disolvié.

3. Lasolucion se guardo en un recipiente bien cerrado.

5.1.11. SDS 20% (dodecil-sulfato de sodio 20%)

Para preparar 50 mL.

Se peso 10 g de dodecilsulfato de sodio y disolvié en 50 mL de agua destilada.

5.1.12. Sevag
Cloroformo — Alcohol Isoamilico, en proporcién 24:1, VIV.

Para preparar 100 mL.
1. Se midié un volumen de 95.6 mL de cloroformo y un volumen de 4.4mL de alcohol
Isoamilico por separado y se mezclaron.

La solucidn se guardd en un recipiente de vidrio perfectamente cerrado.

5.1.13. TBE (Tris base, acido boérico- EDTA)

Tris base 10.8 ¢
Acido bérico 55¢
EDTA (sigma) 0.74 g

Todos los componentes se pesaron por separado. En una parrilla con agitador magnético se
coloco un vaso de precipitado de 1 L. Se midio un volumen de 1000 mL en una probeta y se
adiciono al vaso de precipitado. Se incorporaron uno a uno los componentes conforme se

disolvieron. Se ajusto6 el pH con un potenciémetro.
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5.1.14. Bromuro de Etidio 10 mg/mL

Se debe manejar con sumo cuidado, es cancerigeno y se debe proteger de luz.
Para preparar 150 pL.
1. Se pesaron cuidadosamente 1.5 mg de bromuro de etidio en un tubo ependof y se
adicionaron 150 pL de agua desionizada.

5.1.15. Amortiguador de carga (Loading Buffer)
Azul de bromofenol (Merck)  0.25%
Xilencianol (sigma) 0.25%

Glicerol (Merck) 30%

Se disolvi6 todo en agua destilada.

5.1.16. Gel de agarosa al 1.5%
Para preparar 100 mL.

1. Se pesaron 1.5 g de agarosa para 100mL de solucion de TBE. Se calent6 hasta disolver
completamente los grumos de agarosa. Se dejé enfriar a 50° C aproximadamente y se
afiadieron 6 pL de bromuro de etidio. Se homogeniz6 y se virtié en una placa de acrilico
(limpia y seca) cuyo peine ya se habia colocado a 1cm de la orilla superior y de tal modo
que guedara un pequefio espacio entre la superficie de la placay el peine.

2. Una vez solidificado se retir6 el peine cuidadosamente.

5.1.17. Compuestos derivados de tiazologuinolinas

Se pesaron las siguientes cantidades de los compuestos derivados de tiazoloquinolinas:

- Compuesto 1 2.2mg
- Compuesto2 2.2mg
- Compuesto 3 2.2mg
- Compuesto 4 2.0mg

1. Se disolvieron en 177.4, 183.056, 173.022, 159.622 uL respectivamente de DMSO
(Dimetil sulfoxido) y se obtuvo una concentracion de 31395.35 uM para cada uno con el
fin de realizar las diluciones necesarias en medio de cultivo para obtener las
concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 uM en placas de cultivo de 96 pozos que se

emplean en los ensayos de citotoxicidad.
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2. Se mantuvieron en refrigeracion.
Cada uno de los compuestos fueron amablemente proporcionados por el M en C Lira

Rocha.

5.1.18. Caracteristicas de las lineas celulares empleadas

HeLa: Esta linea celular proviene del adenocarcinoma de cervix de una mujer de color de
31 afios de edad. Crece de forma adherente y posee la secuencia para el virus del

papiloma humano 18.%’

Calo: Linea de cervix humano fue aislada de una paciente mexicana y posee la

informacién del virus del papiloma humano 18.”

SW480: Esta linea celular proviene del adenocarcinoma colorrectal y fue aislada por A.
Leibovitz. Es tumorigenica en ratones desnudos y produce el antigeno

carcinoembrionario. Su morfologia es epitelial.*’

SW620:Esta linea celular fue aislada por A. Leibovitz y proviene de una metéstasis de
adenocarcinoma colorrectal que se encontraba en un nédulo linfatico, es tumorigénica y

expresa el antigeno carcinoembrionario.”’

MCEF-7: Células de adenocarcinoma de mama humano, presentan ciertas caracteristicas
diferenciales de las células epiteliales de mamifero, incluyendo su capacidad para
procesar estradiol via receptores de estrogenos citoplasmaticos. Proviene de una mujer

caucasica de 69 afios.”’

K562: Células de leucemia mielogénica crénica humana, obtenida de la pleura de una

mujer de 59 afios en fase terminal.”’
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5.2. Métodos

5.2.1. Mantenimiento celular

Todos los procedimientos se realizaron en una campana de flujo laminar, en condiciones de
esterilidad. Se utiliz6 material limpio y estéril en la manipulacion de medio de cultivo y lineas

celulares.

5.2.1.1. Descongelamiento celular

1.- Del medio de cultivo D-MEM, complementado y atemperado a 37°C, se colocaron 3.5
mL en una caja de petri de 5 mL previamente rotulada.

2.-Se saco el criotubo del N, liquido que contenia las células con que se trabajaron y se
descongel6 el contenido con agua tibia o con la mano.

3.-El contenido del criotubo se agrego en la caja de petri distribuyendo el contenido celular
con movimientos circulares suaves.

4.- Se incub6 a 37°C, 5% de CO; y 99% de humedad por dos horas o hasta que las células se
adhirieron a la superficie de la caja de petri y se cambi6 el medio de cultivo por medio

fresco y se incubd bajo las misma condiciones.

5.2.1.2. Cuidado celular
Las células se mantuvieron en crecimiento en cajas petri de plastico estériles, con medio de
cultivo DME-M complementado el cual se cambi¢ cada tercer dia o segun se requirié. El cambio
del medio de cultivo se realiz6 de la forma siguiente.
1.- El medio que se encontraba en la caja petri se elimind por decantacion.
2.- Las células adheridas a la caja petri se lavaron con una solucion de PBS-EDTA, cuantas
veces se requirid, dependiendo de la cantidad de detritos observados al microscopio.
3.- Finalmente se adicion6 medio fresco y las células se volvieron a incubar a 37°C, 5 %
CO3, 99% de humedad.

5.2.1.3. Propagacion de lineas celulares
Cuando se presentaba una confluencia de 90% (cantidad de células que ocupan el 90% de la
superficie de la placa) era necesario subcultivarlas en un nimero menor en otra caja de cultivo, a
continuacion se indica el procedimiento.
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1.-En un cultivo celular con una confluencia entre el 80 o 90 %, el medio de cultivo se
elimind de la caja.

2.-Se lavo la superficie de células adheridas con PBS-EDTA.

3.-Se adicion6 PBS-EDTA para cubrir la monocapa celular y se incub6 durante 10 minutos.

4.-Se desprendieron las células con una pipeta Pasteur vertiendo el PBS-EDTA sobre la
monocapa hasta desprenderla.

5.-Se disgregaron las células desprendidas succionando y expulsando suavemente el PBS-
EDTA hasta que se observd por medio de un microscopio que se tenian en su mayoria
células individuales.

6.- En una caja con medio de cultivo previamente atemperado a 37°C se adiciond una
alicuota de la suspension celular y se distribuyeron las células con movimientos circulares

suaves y posteriormente se incubaron a 37°C, 5 % CO,, 99% de humedad.

5.2.1.4. Congelamiento celular (criopreservacion de lineas celulares)
La linea celular que se requeria congelar debia poseer una confluencia del 90% al 95%, se
procedié como en la propagacion celular hasta obtener la suspensién celular.
1.-En un tubo de centrifuga se colectd la suspension celular y se centrifugo a 168 G durante 5
min.
2.-Obtenido el botdn celular se decanté el PBS-EDTA y resuspendié con el medio de
congelamiento suavemente. Se emplearon aproximadamente 4.5 mL de medio de
congelamiento por cada caja de cultivo cosechada.
3.- Se distribuyd la suspension en criotubos y congelaron en posicién vertical a —70°C por 2-4

horas y finalmente se introdujeron los criotubos en nitrogeno liquido.

5.2.2. Conteo celular

Para el conteo celular se empleé una camara de Newbauer con su cubreobjetos perfectamente
limpios (con etanol al 70 %), secos y colocados sobre un a superficie horizontal. Se prosiguio de
la siguiente manera:

1. Una vez obtenida la suspension celular se tom6 una alicuota previamente homogeneizada

de la misma (aproximadamente 200 uL) y se col6 en la cAmara de Newbauer.
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2. Se dejo reposar unos minutos para que las células sedimentaran (no mas de 5 min. para
evitar que la muestra se secara).

3. Con ayuda de un microscopio invertido en el cual se colocé la camara de Newbauer se
realizé el conteo de las células que se encuentran en los cuadrantes correspondientes a la
cuenta de linfocitos bajo el criterio siguiente:

4. Se contaron las células que se encontraban en cada uno de los 16 cuadros que
comprenden cada cuadrante, incluyendo aquellas que tocaban el margen superior y el
margen izquierdo, es decir en forma de una “L” invertida, omitiendo las células que
tocaban el margen inferior y derecho, esto con el fin de evitar que una misma célula se
tomara en cuenta para dos cuadros 0 mas.

5. La cantidad de células contadas en los 16 cuadros de cada cuadrante debia ser similar
(coeficiente de variacion < 0.02), denotando con ello homogeneidad en la suspension. Si
no era asi, se repetia el conteo a partir de una nueva alicuota con previa resuspension de
células en la muestra.

6. La camara de Newbauer posee ocho cuadrantes por lo que debian contarse el total de
células presentes en cada uno de ellos y obtener el promedio de células por cuadrante.
Una vez obtenido el promedio se aplico la siguiente formula:

Células /mL = promedio[1 *10*]

7 Obtenido el numero de células por mL se calcul6 el volumen de suspension adecuado

para agregar en cada pozo y realizar el ensayo de citotoxicidad.

5.2.3. Determinacién de la citotoxicidad de cada uno de los compuestos derivados de

tiazoloquinolina utilizando la técnica de MTT.

El ensayo del MTT se utiliza como método para cuantificar colorimétricamente la viabilidad
celular en estudios de la proliferacion celular y citotoxicidad. Se basa en la caracteristica que
tienen las sales amarillas de tetrazolio, como el MTT, que al reducirse forman un derivado del
formazan insoluble en medio acuoso de color azul intenso; esta reduccion es producida por la
accion de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, activa solamente en células vivas

(fig. 13). Se mide la intensidad del color azul de la muestra en un espectrofotémetro. %1%
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Fig. 13. Reduccion del MTT. La reduccion se lleva acabo en el anillo tetrazolio el cual se abre y la amina cuaternaria

se modifica a una amina terciaria.*®

El procedimiento fue siguiente:

5.2.3.1. Exposicion al compuesto

En conjunto se evaluaron un control positivo y negativo asi como control disolvente. Como

control disolvente se utiliz6 DMSO en la misma cantidad que el compuesto, para el control solo

se empled el volumen equivalente en medio y finalmente como control positivo se empled taxol

a una concentracion de 0.25 uM.

1.

Partiendo de cultivos en confluencia del 80 al 90%, de cada una de las lineas, en una
caja de cultivo de 10 cm de diametro, la superficie de las células se lavaron con 8 mL
de PBS-EDTA (atemperado previamente a 30°c).

Se desprendieron las células con PBS-EDTA como se mencion0 en la propagacion
celular.

Se homogenizd la suspension celular y se contd en la cdmara de Newbauer.

Se agreg6 de 5 a 6 X10° células por pozo en una placa con 96 pozos, agregando el
volumen adecuado de medio de cultivo previamente atemperado a 37°C para completar
200 uL en cada pozo y se incubo por 24 h. Conforme transcurren las 24 h, el inoculo
inicial de la poblacion de células empieza a crecer en forma exponencial la cual es
recomendable para que inicie la exposicion de las células con el compuesto a probar, en
este caso los derivados de tiazoloquinolinas, que se probaron a concentraciones de 5,
10, 20, 40 y 80 uM utilizando como disolvente DMSO (cantidad necesaria para obtener
la concentracion requerida).

Al término de la incubacién se agreg6 el compuesto el cual se diluyé con medio de

cultivo sin complementar o PBS de tal forma que se agregaran 50 pL por pozo para
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completar 250 pL por pozo y se obtuvieran las concentraciones aproximadas, ya
mencionadas, a las que se expusieron las células.
6. Seincubd a 37 °C, 5% de CO; en atmdsfera himeda durante 48 horas. Al término de la

exposicion del compuesto se midio la viabilidad celular por la técnica del MTT.

5.2.3.2. Técnicadel MTT.

1. A cada pozo se adicion6 20 pL de solucion de MTT a una concentraciéon de 5 mg/mL

2. Las células en contacto con la solucion de MTT se incubaron por un minimo de 4 h. Se
observé un color rojo oscuro indicativo de que la reaccién de reduccion se habia llevado a
cabo.

3. El medio de cultivo de la placa se decanté mediante una inversion répida, de esta forma
se ha observado que se pierde menor cantidad de células que por aspirado.

4. Se extrajeron los cristales de formazan del MTT contenidos dentro de las células con 250
uL de DMSO pipeteando para lograr una disolucion homogénea.

5. Las placas se leyeron en un lector de Elisa a 540 nm.

*El porcentaje de células muertas se calculd en relacion al control solo y de acuerdo ala siguiente

formula:

% de inhibicién = 100* [1- (Absorbancia de células tratadas/Absorbancia de células control)]

*Determinacion de 1Csy

Se obtuvo el promedio del porcentaje de inhibicion para cada concentracion (5, 10, 20, 40 y 80
pHM) el cual fue resultado de tres experimentos independientes cada uno realizado por
sextuplicado. Posteriormente con los promedios del porcentaje de inhibicion en funcion de la
concentracion, se realizd un andlisis de regresion no lineal de tipo sigmoidal aplicando la
ecuacion de Boltzman por medio del programa OriginPro 7.0 (programa de computo) para

obtener el valor de la 1Cs para cada uno de los compuestos en las diferentes lineas celulares.
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5.2.4. Fijacion celular

1.

Se estableci6 el crecimiento celular de la linea celular HeLa a una densidad de 7*10° en
placa de 10 cm de didmetro en la que previamente se colocaron cubre objetos redondos
para que las células proliferen sobre ellos.

Se incubaron por 24 h bajo las condiciones ya mencionadas y posteriormente se adiciono
la cantidad necesaria de compuesto 2 a una concentracion de I1Csy.

Nuevamente se incubo a las mismas condiciones por 0, 3, 6, 12, 24 y 48 h.

Al término de cada exposicion se retird el medio de cultivo, se lavé con PBS frio que
también se retird cuidadosamente y se agreg6 solucién de Paraformaldehido al 4% que se
dejoé por 60 min. a temperatura ambiente.

El Paraformaldehido se retird y se precedié a lavar con PBS frio, se retird y se sello la
caja con parafilm® y se conservo a una temperatura de 4 a 8 °C hasta su procesamiento.
Conjuntamente se fijaron células para control negativo, control disolvente y control
positivo. Para el primero se emple una caja sin tratamiento, para el segundo se utiliz6 un
volumen de DMSO igual al volumen del compuesto empleado y para el ultimo se empled
taxol cuya concentracion final fue de 0.4 uM, y su tiempo de exposicion fue de 0 horas

para los dos primeros y de 12 y 24 horas para los tres.

5.2.5. Tincion de Hematoxilina-eosina (H/E) para observar la morfologia celular

Esta tincion se empled con el objeto de observar el efecto en la morfologia celular inducido por

el compuesto 2 derivado de tizoloquinolina, la linea celular empleada fue HeLa. No fue necesario

trabajar en la campana.

Se fijaron las células y se realizo la tincion con H/E con células HelLa tratadas con el compuesto

2 crecidas en cubreobjetos redondos. EIl procedimiento es el siguiente:

1.
2.

El cubreobjetos se lavo con PBS frio 2 veces, se dejé 5 min en cada lavada y se descarto.
El cubreobjetos se lavo con agua destilada, se dejé 5 min. Se retiré perfectamente el agua
destilada y se procedi6 a tefiir con Hematoxilina 4 min.

Luego de retirarla se enjuago el cubre objetos con agua destilada varias ocasiones, misma
que fue aspirada y se procedi6 a tefiir con eosina por 3 min.

Se retird y lavo con etanol absoluto 3 veces (rapidamente).

Se paso6 por un tren de destilacion de etanol a concentraciones de 70, 80, 96 y 100 %. El

tiempo de exposicion para cada concentracion fue de dos minutos.
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6. Se paso primero por una solucion de etanol-xilol 50% y 50%, después por xilol en varias
0casiones.
7.- Se dejo secar y se mont6 en resina y finalmente se procedio a observar al microscopio y a

realizar tomas fotogréaficas.

5.2.6. Técnica de TUNEL

Para evaluar el efecto que tiene el compuesto 2 en la fragmentacion de ADN de la linea celular

Hela, misma que se sugiere es causada por apoptosis se determind el ensayo de TUNEL (siglas
en inglés marcaje de extremos de DNA fragmentados con dUTP mediado por una enzima
deoxinucleotidil transferasa terminal), se empled el kit comercial In Situ Cell Death Detection.
(Roche®) La técnica de TUNEL estd basada en el marcaje de los extremos 3"OH libres
generados durante la fragmentacién del ADN en la muerte apoptoética, este fragmento terminal
puede marcarse con ayuda de la desonuclotidil transferasa terminal (dUTP).Roche®40.101

El procedimiento es el siguiente:

1. Las células fijadas se lavaron a temperatura ambiente con PBS, después se
permeabilizaron con solucion de 0.1% de Triton X100 en 0.1% de citrato de sodio por 2
min sobre una cama de hielo y se lavo con PBS.

2. Para el control negativo de la técnica se designd un cubre objetos con células a las cuales
se tratd con el buffer de reaccion que marca al ADN fragmentado carente de la enzima
deoxinucleotidil transferasa.

3. Para el control positivo de la técnica se expusieron células sin tratamiento con una
solucion 1 pg/mL de DNAsa (invitrogene) durante 10 min. a temperatura ambiente para
inducir fragmentacion y se lavo con PBS. Como control positivo de fragmentacion
inducido por un compuesto se utilizaron células tratadas con 0.25 uM de taxol.

4. Las células tratadas con el compuesto 2, taxol y con DNAsa se expusieron con la mezcla
de reaccion de TUNEL excepto las células negativas las cuales solo se expusieron con el
amortiguador de reaccion carente de la enzima deoxinucleotidil transferasa.

5. Se incubaron todas las células durante una hora a 37°C en camara himeda.

6. Posteriormente lo cubreobjetos con células se lavaron con PBS en dos ocasiones y se
montaron sobre un portaobjetos con medio de montaje para microscopia de fluorescencia

(Dako). Las muestras se observaron en un microscopio de fluorescencia.
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5.2.7. Fragmentacidn de ADN en geles de agarosa

Una de las caracteristicas que se observa durante la apoptosis es la fragmentacion de ADN en
pequefios fragmentos que suelen ser maltiplos de 180 pb. El estudio cualitativo de este fendmeno
se realiza al extraer el ADN de las células y observar el caracteristico patron del DNA
fragmentado, en una electroforesis en gel de agarosa.***™*

La electroforesis por medio de gel de agarosa o poliacrilamida es el método estandar empleado
para separar, identificar y purificar fragmentos de ADN. La localizacién del ADN en el gel
puede determinarse directamente por tincion con bajas concentraciones del intercalador
fluorescente bromuro de etidio. %?

Con el objeto de continuar con la evaluacién del efecto que tiene el compuesto 2 derivado de
tiazolo[5,4-b]quinolina en la fragmentacion de ADN de las lineas celulares, que como ya se
menciono se sugiere es por apoptosis, se realiza la técnica de escalera de ADN.

*Preparacion de los cultivos celulares

1. Se requirieron cultivos de la linea celular HeLa con una densidad de 1*10° células en caja
petri de 10 cm de didmetro de cada uno de ellos (se procedié como lo indica la técnica de
propagacion y de conteo celular).

2. Se incubaron 24 h 'y posteriormente se expusieron al compuesto, se adicionoé la cantidad
necesaria del compuesto para tener una concentracion final igual a la ICs, obtenida a en el
ensayo de MTT (8.82 uM). Nuevamente se incubd a las mismas condiciones por 0, 3, 6,
12,24y 48 h.

*Cosecha celular.

1. Al término de cada exposicion se retir6 el medio de cultivo de la caja de petri con una
pipeta graduada estéril y se recolecté en un tubo corning® de 10 mL contenido en un
bafio de hielo.

2. Lamonocapa se lavé con 1 mL de PBS frio mismo que se recupero en el tubo corning®.

3. Seagregaron 2 mL de PBS para despegar las células de la superficie de la caja.

4. Se incubaron a 37° C por 10 min aproximadamente, hasta que se observé aparicion de
turbidez en el medio (lo cual demuestra el desprendimiento de las células).

5. Con una pipeta pasteur o graduada se tomo la suspension celular y recolectd en el mismo

tubo corning®.

o

Se enjuago la caja petri con 1 mL de PBS frio y se adicionaron en el tubo corning®.

~

Se centrifugd 5 min. a 1509 G.
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8. Se decanto y desechd el sobrenadante. EI botdn celular se resuspendio en 0.5 mL de TEN
10,10, 0.15.

9. Se agregaron 5 pL de solucion de proteinasa K 10 mg/mL y 12.5 uL de SDS al 20%
posteriormente y se homogenizé la mezcla para después incubarse a 35°C por 4 h.

10. Se adicionaron 250 pL de TEN 10,10, 0.65 y 1 mL de fenol saturado y se agitdé hasta
formar una sola fase y se centrifug6 por 10 min a 358 G.

11. La fase acuosa se transfiri6 a otro ependorf. afiadiéndole 1mL de Sevag y se agito
vigorosamente.

12. Nuevamente la fase acuosa se separ6 adicionandole 2 volimenes de etanol absoluto. Se
mezcld y dejo actuar toda la noche, posteriormente se centrifugo6 para precipitar el ADN.

13. El etanol se decantd y se evaporo a temperatura ambiente, con o sin vacio. Se resuspendio
el ADN en la minima cantidad de solucién TE posible (aproximadamente de 10 a 20ul).

14. Se preparo el gel para electroforesis.

*Preparacion de las muestras:

1. Las muestras de ADN obtenidas fueron mezcladas 1:1 con buffer de carga. Se centrifugo
en microfuga a 358 G para asegurarse de tomar el volumen total de la mezcla.

2. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de multiplos de 100 pares de bases (pb), que se
deposité en el primer pozo del gel como referencia. Se tom6 el volumen total de cada
muestra con micropipeta y se depositd en los pozos subsecuentes.

3. Una vez finalizada la carga de las nuestras en los pozos del gel, se cerr6 la cAmara, se
conectaron los electrodos (debiendo las muestras recorrer el cuerpo del gel hacia el
catado) y la fuente de poder se ajustdé a 80 volts. La corriente eléctrica se interrumpid
cuando el colorante azul de bromofenol (azul oscuro) recorrid mas de 2/3 del largo del
gel, hasta 3 6 4 cm de su borde inferior.

4. El gel se retiré de la cAmara de electroforesis y se colocd en el transiluminador. Con las
medidas de precaucion apropiadas (goggles o lentes de vidrio y placas de acrilico) se
encendio el aparato para revelar las bandas de DNA a 302 nm (UV-B) y se tomaron

fotografias en una cdmara instantanea (polaroid D534).
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VI. RESULTADOS

6.1. Evaluacion citotdxica por medio de la técnica del MTT

Para evaluar el efecto en las lineas celulares tratadas con los nuevos derivados de tiazolo[5,4-
b]quinolinas se llevaron acabo ensayos de MTT. Los resultados porcentaje de inhibicion de la
proliferacion celular se observan en las gréaficas 1 y 2. Se realizaron las curvas de viabilidad
celular en funcién de la concentracion (5, 10, 20, 40, y 80 uM), en las diferentes lineas celulares
después de 48 h de exposicion con cada uno de los cuatro compuestos derivados de tiazolo[5,4-

b]quinolina para determinar posteriormente la 1Cso correspondiente.

Las curvas de viabilidad celular revelan que el compuesto 1 presentd actividad citotoxica en
todas las lineas celulares evaluadas a las diferentes concentraciones después de 48 h de
exposicion. La linea celular HeLa fue una de las mas sensibles, seguida de las lineas SW480 y
K562 (gréfica 1a, 1b, 1c).

El compuesto 2 resultd ser el mas activo de los cuatro nuevos derivados de tiazolo[5,4-

b]quinolina préacticamente en todas las lineas celulares (grafica 1a, 1b, 1c, 2a, 2b, 2c).

El compuesto cuatro mostré menor actividad en comparacion con el compuesto 1, mientras que

el compuesto 3 resultd practicamente inactivo en las cuatro lineas celulares.

En general, los cuatro compuestos mostraron inhibicion en la proliferacion celular, a excepcion
del compuesto 3. Esta inhibicién fue dependiente de la concentracion en donde el compuesto mas
activo fue el 2 siguiéndolo en ese orden el compuesto 1, el compuesto 4 mientras que el
compuesto 3 no tuvo actividad, este orden fue mantenido de forma constante practicamente en

todas las lineas celulares.
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Inhibicion de la proliferacién celular por derivados tiazolo[5,4-b]quinolina en las lineas celulares
Hel a, K562 y SW480
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Gréfica 1.-Porcentaje de inhibicion de proliferacion de las lineas celulares HelLa (1a), K-562 (1b) y SW-480
(1c), tratadas con los cuatro derivados tiazolo[5,4-b]quinolina a diferentes concentraciones (UM) durante 48 h.
Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por

sextuplicado.
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Inhibicion de la proliferacion celular por derivados tiazolo[5,4-b]quinolina en las lineas celulares
MCF-7, CalLo y SW620
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Gréfica 2.-Porcenteje de inhibicion de proliferacion de las lineas célulares , MCF-7 (2a), CaLo (2b) y SW-620
(2c), tratadas con los cuatro derivados tiazolo[5,4-b]quinolina a diferentes concentraciones (UM) durante 48 h.
Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por
sextuplicado.
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Tomando los datos obtenidos de porcentaje de inhibicion de cada uno de los cuatro compuestos
en las diferentes lineas celulares se procedid a determinar los valores de las ICso. Los valores de
las ICsp se obtuvieron mediante un anélisis de regresion no lineal de tipo sigmoidal aplicando la

ecuacion de Boltzman por medio del programa OriginPro 7.0 (programa de cOmputo). Los datos
se ilustran en la tabla 4.

Lineas
Compuesto celulares HELA |CalLo SW-480 |SW-620 | MCF-7 K562
Estructuras
/© 6.27+ 14.08+ 6.90+ 16.56+ 11.17+ 7.52+

1 @ﬁi\% ﬁf > 0.87 436 | 362 | 317 | 291 | 191

/©/c' e 8.82+ 6.93+ 4.92+ 7.48+ 6.48+ 3.36%
> 1.96 1.79 1.59 1.95° 2.6 1.64

" >80 >80 >80 >80 >80 >80
3 E

4 a 15.91+| 15.23t 15.76x 24.4+ 24.44+ 17.52+

©5?[N\ ﬁf > 1.87 0.80 273 413 138 | 093
_ >—NH HC

Tabla 4. Valores obtenidos de ICsy (uM) de los nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina en las diferentes lineas

celulares humanas. En el compuestos 3 no se obtuvo la ICs,a la concentracién maxima empleada que fue de 80 puM.
Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes + DS

De acuerdo a los resultados obtenidos el compuesto 1 presento actividad citotoxica en todas las
lineas celulares evaluadas a las diferentes concentraciones a 48 h de exposicion. La linea celular

HelLa es la mas sensible con una ICso de 6.27 uM, seguida de las lineas SW480 y K562 con una
ICs0 de 6.90y 7.52 uM respectivamente.
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Como se mencion0 anteriormente el compuesto 2 present6 la mayor actividad citotdxica en todas
las lineas celulares, K562 resultd ser la mas sensible con una ICsy de 3.36 UM, siguiéndole la
linea celular SW480 con una ICsq de 4.92 uM.

El compuesto 4 presenta una actividad citotoxica en todas las lineas celulares relativamente
menor al compuesto 1, para este compuesto las lineas celulares mas sensibles fueron SW480 y
HeLa cuyas ICso) son 15.76 y 15.91 pM respectivamente, pero la linea celular mas sensible fue
Calo con una I1Csy de 15.23 pM. (tabla 4). Por otra parte el compuesto 3 evaluado en las
diferentes lineas celulares no present6 una actividad citotoxica significativa, como se muestra en
las gréficas 1y 2 los valores de porcentaje de inhibicion son menores del 13% por lo que no se

puede determinar el valor de 1Cspa las concentraciones utilizadas.

El conjunto de datos obtenidos de la evaluacion de la actividad citotoxica muestra que la mayoria
de los compuestos son muy potentes a bajas concentraciones como es el caso del compuesto 2 y
1 cuyo rango de valor de ICsy es de 3.36 2 8.82 uM y de 6.27 a 16.56 pM respectivamente, el
compuesto 4 tiene valores que van de 15.23 hasta 24.44 pM. Por otra parte el compuesto 3 no
mostro actividad citotoxica independientemente de la concentracion, esto ocurrio en todas las

lineas celulares.

Los compuestos con mayor actividad citotoxica asi como la estructura que presentan se pueden

apreciar en la grafica 3.
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Comparacion de ICg, de los nuevos derivados tiazolo(5,4-
b)quinolina en las diferentes lineas celulares
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Grafica 3. Valores graficados de I1Csy M obtenido por medio el ensayo de MTT en cada linea celular para cada uno
de los compuestos. En el compuesto 3 la ICs, no se observo en las concentraciones empleadas.

Como se puede observar, el compuesto 2 que fue el mas activo en las lineas celulares presenta un
cloro en el anillo anilino a comparacion con del compuesto 1 que no lo tiene y que resultd
relativamente menor en actividad, siguiéndole el compuesto 4 el cual carece de todo el grupo
anilino. Estos tres compuestos hacen evidente la importancia del grupo anilino y sus diferentes
sustituyentes.

Los resultados muestran la importancia de los dos sustutiyentes, tanto el grupo anilino con sus
propios sustituyentes asi como el grupo dietilpropilendiamina (grupo alquilamino), ya que el
compuesto 2 que fue el méas activo contiene un cloro en la posicion 4" del grupo anilino a
diferencia del compuesto 1 que es menos citotoxico y no tiene el cloro, mientras que el
compuesto 4 carece totalmente del grupo anilino y resultdé aun menos citotoxico. Los tres
compuestos tiene en comun la presencia del grupo alquilamino que le confiere gran parte de la
actividad bioldgica, tanto el aporte del grupo anilino como el del grupo alquilamino queda
evidenciado en el compuesto 3 que carece de ambos grupos y fue inactivo. Con todo lo anterior

se puede sugerir que existe una relacion estructura-actividad
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6.2. Efecto en la morfologia en células HelL a tratadas con el compuesto 2

En una aproximacion por elucidar el tipo de muerte celular que inducen estos nuevos derivados
de tiazolo[5,4-b]Jquinolina se procedid a realizar una tincién de Hematoxilina-eosina en células
Hela tratadas por el compuesto 2, para observar los cambios en su morfologia. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 14.

Como se puede observar, las células HelLa expuestas al compuesto 2 muestran cambios en su
morfologia desde las 3 horas como son condensacion del nucleo, disminucion del tamafio celular
y finalmente desintegracion. Ademas se observa una disminucion en el namero de ceélulas
sugiriendo una aceleracién en su muerte. De igual manera sucede con las células tratadas con el
Taxol (utilizado como control de apoptosis), sin embargo, los cambios en estas células
comienzan desde las 24 horas. Por otra parte el control disolvente no muestra alteracion alguna
sobre las células a los diferentes tiempos de incubacion.

Las caracteristicas presentadas tanto por el compuesto 2 como por el taxol son similares a los que

se observan en la muerte celular por apoptosis.
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Efecto en la morfologia de los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina en la linea celular HeLa

Tiempo Control disolvente  Control taxol Compuesto 2

(h)

12

24

48

Figura 14. Tincién con Hematoxilina/Eosina en la linea celular HeLa tratada con el compuesto 2 (9uM),
control disolvente (DMSO) y taxol (0.25 uM). Observacion a 40X.

6.3. Fragmentacion de ADN por la Técnica de TUNEL

Como se menciond anteriormente, la fragmentacién del ADN es una prueba que sugiere que el
tipo de muerte celular es por apoptosis.

Esta técnica se fundamenta en marcaje de extremos 3" libres originados por apoptosis. Este
marcaje se realiza con la adicion de nucle6tidos marcados con fluoresceina mediante una

desoxinucleotidil transferasa.
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Los resultados muestran que la linea celular HelLa tratada con el compuesto 2 presenta
fragmentacion desde las primeras 3 horas de exposicion. Para el caso de las células expuestas al
taxol la fragmentacion se hace mas notoria a partir de las 24 h. La fragmentacion se manifestd en
ambos casos por un marcaje fluorescente de color amarillo-verdoso intenso, en donde se puede
apreciar la presencia de condensacion de la cromatina nuclear. También se puede observar

fragmentos celulares que posiblemente correspondan a cuerpos apoptoticos (figura 15).

Fragmentacion de ADN inducido por el compuesto 2 en la linea celular HeLa

Fig. 15. Ensayo de TUNEL en la linea celular HeLa tratada con el compuesto 2 (9 uM), control disolvente
(DMSO) y Taxol (0.25 uM). El marcaje verde fluorescente es considerado positivo de fragmentacion de ADN.
Aumento 20X.
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6.4. Fragmentacion de ADN por electroforesis en geles de agarosa

Para comprobar si la fragmentacion de ADN en células tratadas con el compuesto 2 es resultado
de un proceso apoptotico, se realizd la deteccion de la fragmentacion de ADN utilizando
electroforesis en geles de agarosa, técnica conocida como escalera por el patron de bandas de
ADN caracteristico derivado de un proceso apoptético. Los resultados demuestran que el
compuesto 2 induce fragmentacion de ADN, mostrando un patron caracteristico de escalera en la
linea celular HelLa, dicho patrén se hace evidente a 24 horas de exposicion al compuesto siendo
mas claro a 48 horas, mientras que el taxol utilizado como control positivo muestra una
fragmentacion difusa a 24 horas de exposicion (figura 16). En base a este resultado se sugiere
fuertemente que la inhibicion de la proliferacion celular por el compuesto 2 en células Hela es

producto de apoptosis.

Fragmentacion de ADN en la linea celular HelLa

PM Taxol Compuesto 2 DMSO
Tiempo (h) 24 48 48 24 12 6 3 0 24 48

Pares de
bases (pb)

2072
1500

600

100

Fig.16. Electroforesis mostrando la fragmentacion de ADN en gel de agarosa, de células HelL a tratadas con el
compuesto2 (9uM), control disolvente (DMSO) y Taxol (0.25 uM) a diferentes tiempos. Carril 1 marcador de
pesos moleculares, carriles 2 y 3 taxol, carriles 4 - 8 compuesto 2 y carriles 9 al 11 control disolvente DMSO.
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VII. DISCUSION

En el presente trabajo, se evaluo la inhibicion de la proliferacion celular de 4 nuevos derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina cuya accion ha sido evaluada mediante pruebas biol6gicas in vitro,

utilizando lineas celulares de cancer humano, los resultados se discuten a continuacion.

Se obtuvo la cinética de inhibicion en la proliferacion celular de los 4 compuestos. De acuerdo a las
ICso obtenidas y a las diferencias estructurales de los 4 compuestos evaluados en este trabajo, se
observa que los compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina que presentan en R2 la cadena
dietilpropilendiamina (un grupo alquilamino) como sustituyente en el anillo de tiazolo, tal es caso de
los compuestos 1, 2 y 4, presentan una actividad citotoxica més elevada al tener una ICsp més
pequefia con respecto al compuesto 3 que no presenta esta cadena como sustituyente en el anillo
tiazolo (tabla 5) y en base a los resultados obtenidos no muestra una actividad citotoxica relevante a

las diferentes concentraciones en las lineas celulares

La presencia de la cadena dietilpropilendiamina como sustituyente en el anillo tiazolo, sugiere que
es indispensable para generar una mayor actividad citotoxica en las lineas celulares. Lo anterior
comprueba la importancia de este tipo de sustituyentes ya que en el trabajo de Alvarez lbarra en el
cual sintetizd los primeros compuestos derivados de tiazolo[5,4-bJquinolina en los que se
encontraban compuestos que contenian también una cadena alquilamino (en este caso
dietiletilendiamino), se muestra una mayor actividad citotoxica de estos compuestos con respecto a
los que no la tienen® (tabla 1, fig. 17). Posteriormente Lira Rocha y col. al sintetizar las dos primeras
generaciones, de derivados tiazolo[5,4-b]quinolina en base a estudios moleculares sefialaron lo

mismo y lo comprobaron al realizar la actividad citotéxica.’
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VII. DISCUSION

En el presente trabajo, se evalud la inhibicion de la proliferacion celular de 4 nuevos derivados
de tiazolo[5,4-b]quinolina cuya accién ha sido evaluada mediante pruebas biolégicas in vitro,

utilizando lineas celulares de cancer humano, los resultados se discuten a continuacion.

Se obtuvo la cinética de inhibicién en la proliferacion celular de los 4 compuestos. De acuerdo a
las 1Cs obtenidas y a las diferencias estructurales de los 4 compuestos evaluados en este trabajo,
se observa que los compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina que presentan en R2 la
cadena dietilpropilendiamina como sustituyente en el anillo de tiazolo, tal es caso de los
compuestos 1, 2 y 4, presentan una actividad citotoxica mas elevada al tener una ICsyp mas
pequefia con respecto al compuesto 3 que no presenta esta cadena como sustituyente en el anillo
tiazolo (tabla 5) y en base a los resultados obtenidos no muestra una actividad citotdxica

relevante a las diferentes concentraciones en las lineas celulares

La presencia de la cadena dietilpropilendiamina como sustituyente en el anillo tiazolo, sugiere
que es indispensable para generar una mayor actividad citotoxica en las lineas celulares. Lo
anterior comprueba la importancia de este sustituyente ya que en el trabajo de Alvarez lbarra en
el cual sintetiz6 los primeros compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina en los que se
encontraban algunos compuestos con dicha cadena mostrando mayor actividad citotoxica de
estos compuestos con respecto a los que no la tienen® (tabla 1,fig. 17). Posteriormente Lira Rocha
y col. al sintetizar las dos primeras generaciones, de derivados tiazolo[5,4-b]quinolina en base a

estudios moleculares sefialaron lo mismo y lo comprobaron al realizar la actividad citotoxica.®
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N
h \>7R2
N/ S

1,3-thiazolo[5,4-b]quinolina

R1 R2 HelLa K-562 SW480
Sustituyente

Compuesto

1 )@ > 6.27+0.87 | 7.52+1.91 | 6.90+3.67

i cl i
2 ﬁﬁ i 8.82+41.96| 3.36£1.64 | 4.92+1.59

NN

3 SCH; >80 >80 >80

HN-

4 cl /IN> 15.91+1.87| 17.52+0.93 | 15.76+2.73

Tabla 5. Comparacion de sustituyentes en los diferentes compuestos y la respuesta que generan en la citotoxidad
en la linea celular HelLa, K562 y SW480 (ICso UM).

Con el presente trabajo, al analizar el comportamiento de la tercera generacion de tiazolo[5,4-
b]quinolina a la que pertenecen los cuatro compuestos evaluados sobre la proliferacion celular, se
reafirma la importancia de la cadena alquilamino. Los compuestos que tienen esta cadena en

cada caso presenta una 1Cso menor al resto de los demas compuestos. (tabla 1-4 y fig. 17).
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Fig. 17 Se presentan uno de los compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina con mayor actividad citotoxica
obtenidos por Alvarez y Lira respectivamente, ambos compuestos coinciden en la cadena alquilamino.

Por otra parte, estructuralmente los compuestos que en R1 tienen un grupo fenilamino como
sustituyente en el anillo B de tiazolo quinolina, ademéas de la cadena alquilamino, muestran una
propiedad citotoxica mayor sobre las lineas celulares, como son los compuestos 1y 2, cuyas
ICsos) resultaron menores a la del compuesto 4. El compuesto 4 consta de un sustituyente cloro
en lugar de un grupo fenilamino en el anillo B de tiazoloquinolina, el cual parece disminuir la

actividad citotoxica del mismo (Tabla 5).

Otras diferencias estructurales entre los compuestos derivados de Tiazoloquinolinas que pueden
influir en el incremento de la actividad citotoxica sobre las células tumorales radica en los grupos
fenilamino que son sustituyentes en el anillo B de tiazologuinolina. En el caso del compuesto 1,
el grupo fenilamino tiene un sustituyente hidrégeno en el carbono 3, mientras que el compuesto 2
presenta un sustituyente cloro en el carbono 4 (tabla 5) y experimenta valores de I1Cso menores a

los que registra el compuesto 1 (tabla 4).

Estas diferencias en cuanto a su potencia y actividad citotoxica sugiere que la presencia de un
grupo fenilamino sustituido por un cloro para el compuesto 2, incrementa ain mas la actividad
citotoxica que un grupo fenilamino sustituido por un hidrégeno en las lineas celulares evaluadas.
Es decir los grupos electroatractores en el grupo fenilamina favorecen la actividad citotoxica, lo

cual es apoyado por los trabajos del grupo del Dr. Lira Rocha.”
En general se observd que los nuevos compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina que

tienen una cadena dietilpropilendiamina en R2 resultaron tener més actividad citotdxica que el

compuesto que no la presenta como es el compuesto 3. Sin embargo la actividad citotoxica se ve
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incrementada en aquellos compuestos que ademas de la cadena dietilpropilendiamina presentan

en R2 un grupo fenilamina sustituido por un cloro en el carbono 4.

Cabe mencionar que la linea menos sensible a los cuatro compuestos derivados de tiazolo[5,4-
b]quinolina fue SW620. La linea celular a la cual indujeron mayor inhibicion en la proliferacion
celular fue variable, para el compuestol fue HelLa con valores de I1Csp que van desde 3.36 hasta
8.82 UMy para el compuesto 2 fue K562 presentando valores de 1Csq de 6.27 hasta 16.56 pM.

Como se ha descrito previamente el mecanismo de accién por el cual inducen actividad
citotoxica este tipo de compuestos, los cuales son estructuralmente parecidos a amsacrina, ha
sido propuesto y en el cual se plantea la inhibicion de la actividad catalitica de la enzima Topo I,
que como consecuencia de su inhibicién se induce la formacion de complejos ternarios
FARMACO-ADN-ENZIMA dicha formacion de este tipo de complejos esta correlacionada con

la induccion de muerte celular de tipo apoptdtica.

Dentro de los objetivos de este trabajo fue conocer la posible induccién de las caracteristicas de
la muerte celular programada (apoptosis) la cual puede ser inducida por la accion de diferentes
farmacos antineoplasicos como el taxol, compuesto usado en la clinica y que en el presente

trabajo fue utilizado como control positivo de apoptosis.

Se emplearon dos diferentes técnicas para analizar el tipo de muerte celular el cual es inducido
por el compuesto 2. Previamente se procedié a observar la morfologia celular por medio de la
tincion de H/E donde se mostrd dafio celular que en general fue similar al dafio inducido por el
taxol el cual se sabe induce apoptosis. En consideracion a éste hecho se procedié a realizar la
busqueda de fragmentacion de ADN mismas que claramente se observo al realizar la técnica de
TUNEL. Finamente se realiz6 la deteccidn de fragmentacion de ADN en geles de agarosa, donde
se observa la clasica fragmentacion del ADN caracteristica de apoptosis con el compuesto 2. Con
todo lo anterior podemos sugerir fuertemente que el tipo de muerte celular inducida por esta

nueva generacion de compuestos tiazolo[5,4-b]quinolina es apoptotico.
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VI, CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente trabajo puede concluirse lo siguiente:

De los cuatro nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina solo tres presentaron actividad

citéxica en las lineas celulares ratificando una relacion estructura actividad.

El compuesto con mayor actividad citotdxica es el compuesto 2 con una ICsy calculada de 3.36

uM en la linea celular K562.

De acuerdo a las diferencias estructurales y a las ICsos) de los compuestos, la cadena
dietilpropilendiamina como sustituyente en el anillo tiazolo es indispensable para que los
compuestos  derivados de Tiazolo[5,4.b]quinolinas  presenten actividad citotdxica.
Adicionalmente la contribucion de los sustituyentes en el grupo fenilamino sustituidos en el

carbono 4 por grupos electroactractores como el cloro aumentan atn mas la actividad citotoxica.
La fragmentacién de ADN inducida por el compuesto 2 en la linea celular HeLa evidenciada

tanto por la técnica de TUNEL asi como por la presencia de fragmentos maltiplos de ADN

sugieren que el compuesto 2 induce muerte por apoptosis.

58



PERSPECTIVAS

IX. PERSPECTIVAS

Evaluar la citotoxicidad en células de tejido normal humanas tales como fibroblastos o células

mononucleares de sangre periférica.

Determinar el mecanismo por el cual los compuestos inducen apoptosis.
Una vez definido el mecanismo de accion realizar estudios preclinicos en animales de

laboratorio.

Posteriormente realizar estudios preclinicos adicionales para encontrar sus efectos toxicoldgicos.
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