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RESUMEN

Fecha de Graduacion: Julio 2013

Evaluacidn del efecto celular y molecular de derivados de
azetidin-2-onas sobre lineas celulares cancerigenas.

Candidato para el grado de Maestro en Ciencias con
orientacion en Farmacia

Propdsito y Método de Estudio: El cancer es un crecimiento tisular producido por la proliferacion
continua de células anormales con capacidad de invasion y destruccion de otros tejidos, que puede
originarse a partir de cualquier tipo de célula, en cualquier tejido corporal. A nivel mundial el cancer
es una de las principales causas de mortalidad. En México, ocupa el tercer lugar con 128,000 casos en
2012. Aunado a ello, los tratamientos antineoplasicos son invasivos, dolorosos y presentan multiples
efectos adversos, ademéas de no ser siempre efectivos. Esto ha llevado a la busqueda de nuevos
farmacos, que puedan ayudar al tratamiento contra esta enfermedad. En estudios recientes se ha
demostrado la actividad anticancerigena de compuestos derivados de azetidin-2-onas. Por lo tanto en
este proyecto se plante6 como objetivo evaluar el efecto celular y molecular de 16 compuestos
derivados de 3-fenoxi y 3-metoxi-N-(metoxi-fenil)-azetidin-2-onas sobre las lineas celulares SiHa,
Chang y B16F10. La evaluacion de la actividad citotdxicain vitro, se realiz6 en células SiHa, Chang y
B16F10, a través de la técnica de WST-1, donde se determiné el porcentaje de viabilidad celular a
diferentes concentraciones: 10, 1, 0.1 y 0.01 uM de cada uno de los compuestos en estudio. Con los
resultados de viabilidad se calculd el porcentaje de citotoxicidad, y se determind la concentracion
inhibitoria media (Clso) del crecimiento celular de cada uno de los compuestos.Se evalud la actividad

de Caspasa-3 mediante un ensayo de ELISA para determinar la presencia de apoptosis inducida por



los compuestos. Finalmente para complementar el estudio a nivel molecular,se analizaron los
patrones de expresion genética inducidos por el compuesto C-089 en células B16F10, a travées de un
microarreglo de DNA de raton y se realiz6 un ensayo in silico de Docking para evaluar las posibles
interacciones moleculares de los compuestos con blancos terapéuticos conocidos.

Contribuciones y Conclusiones.Se observé que el compuesto C-089 presentdé una actividad
citotoxica en células SiHa con un valor deClso= 0.07262 uM vy en células murinicas B16F10 con un
valor de Clsp = 1.214 uM; sin embargo, en células Chang el valor de Clso fue >10.00 uM. Estos datos
nos muestran una selectividad sobre las lineas celulares, la cual no esta presente en el control
Vincristina. Posteriormente, al realizar el ensayo de Caspasa-3, en células B16F10, sedemostré que
los compuestos derivados de azetidin-2-ona presentan una actividad apoptética al igual que la
podofilotoxina. Finalmente, Los resultados del andlisis molecular por microarreglos y
dockingmuestran que el compuesto C-089 estd involucrado en la sobre expresion de genes
especificos de la regulacion delcitoesqueleto y la apoptosis, encontrandose inhibidos algunos genes
del ciclo celular.

En conclusion, el compuesto C-089 present6 la mayor selectividad hacia células neoplésicas, ademas
de comprobar por la determinacion de caspasa-3 que es inductor de la apoptosis. Se determiné a
través de un analisis de la expresion génica que las vias metabdlicas involucradas en la actividad
biolégica inducida por este compuesto son principalmente el ciclo celular, la apoptosis y el
citoesqueleto. Y a través del ensayo de acoplamiento molecular se demostrdé una posible interaccion

con la B-Tubulina.
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CAPITULO 1

1.1.- INTRODUCCION

1.1.1.- Epidemiologia y definicion del cancer

A nivel mundial el cancer es una de las principales causa de mortalidad. Se le
atribuyen 7.6 millones de defunciones mundiales (aprox. 13%) ocurridas en el 2008 de
acuerdo con la organizacién mundial de la salud (OMS).* Los principales tipos de céncer
son: pulmonar, gastrico, hepético, colorrectal y mamario.Aproximadamente el 70% de las
defunciones debidas a cancer se registraron en paises de ingresos bajos y medianos. Se
prevé que el numero de defunciones anuales mundiales por cancer seguird aumentando y
llegar4 a unos 11 millones en 2030.'Ademas en Meéxico, la Secretaria de Salud
(SSA)reportd que el 8.7% de los egresos hospitalarios por cancer fueron debido a la
leucemia. En los hombres, el cancer més frecuente es la leucemia (15.1%), mientras que en
las mujeres es el cancer de mama (8.4 %)°. La incidencia de cancer de mama fue de 14.63
por cada 100 mil mujeres mayores de 14 afios. Entre las mujeres de 60 afios y mayores, el

cancer cervicouterino tiene una tasa de mortalidad de 41.88 por cada 100 mil mujeres.?

El cancer es un crecimiento tisular producido por la proliferacion continua de
células anormales con capacidad de invasion y destruccion de otros tejidos, que puede
originarse a partir de cualquier tipo de célula, en cualquier tejido corporal.® Existen varios
cientos de formas distintas, siendo tres los principales tipos: los sarcomas,que proceden del
tejido conectivo como huesos, cartilagos, nervios, vasos sanguineos, musculos y tejido
adiposo; los carcinomas, procedentes de tejidos epiteliales como la piel o los epitelios que

tapizan las cavidades y 6rganos corporalesasi como de los tejidos glandulares de la mama y

1



préstata; y las leucemias y linfomas, que abarcan los canceres de los tejidos formadores de
las células sanguineas, producen inflamacion de los ganglios linfaticos, invasion del bazo y
médula dsea y sobreproduccion de células blancas inmaduras. De ellos, los carcinomas son
considerados los canceres méas frecuentes, pues constituyen un 90% del total de los tres

tipos.>
1.1.2.- Factores desencadenantes del cancer

Ciertos factores son capaces de originar cancer en un porcentaje de los individuos
expuestos a ellos. Entre éstos se encuentran la herencia, los productos quimicos, las
radiaciones ionizantes, las infecciones por virus y traumas. Distintos grupos de
investigacion estudian los procesos en que estos diferentes factores pueden interactuar de
una manera multifactorial y secuencial para producir tumores malignos. EIl cancer es, en
esencia, un evento genético. Las alteraciones genéticas pueden ser heredadas, o producidas

en alguna célula por un virus o por una lesién provocada de manera externa.”
1.1.3.-Tratamiento contra el cancer

Existen diferentes tratamientos para el cancer siendo los principales la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia. También existen terapias auxiliares o alternativas como la
terapia fotodindmica e inmunoterapia. Los tratamientos para el cancer tratan de cumplir con
el objetivo de mejorar la calidad de vida a través de la inhibicién de la proliferacion celular
cancerigena. Para un mejor tratamiento es necesario un diagnostico exacto de las lineas

celulares afectadas.*®

El término quimioterapia suele reservarse a los farmacos empleados en el

tratamiento de las enfermedades neoplasicas, que tienen como funcion el impedir la



reproduccion de las células cancerosas. Dichos farmacos se denominan
medicamentoscitostaticos o citotdxicos. EI mecanismo de accién es causar una alteracion
celular ya sea en la sintesis de &cidos nucleicos, division celular o sintesis de proteinas. El
efecto de los diferentes citostaticos varia segun la dosis a la que se administre. Por tanto, la
quimioterapia es la utilizacion de diversos farmacos que tienen la propiedad de interferir
con el ciclo celular, ocasionando la destruccion de células.La terapia antineoplésica tiene
una gran limitacién, que es su escasa especificidad, ydebido a su inespecificidad afecta a
otras células y tejidos normales del organismo, sobre todo si se encuentran en division

activa.*®

Actualmente, existen mas de 100 medicamentos diferentes para combatir la
enfermedad y prevenir el crecimiento, multiplicacion y la diseminacién de celulas
malignas. La terapia consiste en la administracion de farmacos citotdxicos, normalmente
por via intravenosa, capaces de impedir la proliferacion y crecimiento de células malignas,
destruyendo el tumor o reduciendo la masa tumoral. Los farmacos antineoplasicos tienen

accion directa sobre diversas partes vitales de la célula, paralizando la division celular.*®
1.1.4.- Mecanismos de accion de los farmacos antineoplasicos

Los mecanismos de accién de cada uno de los grupos de farmacos anticancerosos son

los siguientes:

» Farmacos antimetabolitos: Interfirieren en los pasos de la sintesis del ADN o ARN.
En este grupo se encuentra por ejemplo el metotrexato (MTX), inhibidor de la
dihidrofolato-reductasa, que es una enzima metabdlica limitante al participar en la

transferencia de grupos monocarbonados en muchas reacciones esenciales para la



celula como la sintesis de aminodcidos y bases nitrogenadas. Otro ejemplo son los
analogos de bases pirimidinicas, como el 5-fluorouracilo (5-FU) que afiade un
atomo de fltor en posicién cinco, en lugar del hidrégeno, lo cual lesiona las células
por dos mecanismos: inhibiendo la timidilato-sintetasa e incorpordndosea la

molécula de ARN. ©

Inhibidores de las Topoisomerasas: Las topoisomerasas del ADN son enzimas
nucleares que controlan, mantienen y modifican la estructura y la topologia del
ADN durante los procesos de replicacion y transcripcion del material genético. Los
inhibidores ejercen su accion a este nivel estimulando y estabilizando los complejos
ADN-enzima, lo que provoca la escision mantenida de la cadena de ADN vy la
consecuente pérdida de su funcién. Ejemplos de este tipo de compuestos son el
irinotecan(CPT-11, Campto) y el topotecan(Hycamtin). Una reaccion adversa en

este tipo de tratamiento es la leucopenia.®

Agentes Alquilantes:Su accién citotoxicase manifiesta mediante la formacion de
enlaces covalentes entre sus grupos alquilo y diversas moléculas nucleofilicas
presentes en las células. Actian preferentemente a nivel de las bases nitrogenadas
del ADN. También pueden reaccionar con los grupos fosfato y alquilar bases del
ARN. Las mostazas nitrogenadas como ciclofosfamida (Genoxal) e ifosfamida
(Tronoxal) son agentes alquilantesbifuncionales. La toxicidad mas frecuente es la

mielodepresion. °



« Antibidticos Antitumorales:Ensu mecanismo de accion destaca su capacidad para
intercalarse entre los pares de bases adyacentes de ADN vy fijarse con intensidad.
También son capaces de inhibir la topoisomerasa Il. Un ejemplo de ellos es la
doxorrubicina (Adriamicina), la cual formaradicales libres que pueden afectar al
ADN, alterar la membrana, inhibir la fosforilacion oxidativa de las mitocondrias e

inhibir diversas enzimas relacionadas con el ADN.®

» Fijadores a la Tubulina:El paclitaxel (Taxol) es el producto activo del
Taxusbrevifolia. El cual se une de manera reversible a la subunidad beta de la
tubulina, favoreciendo la polimerizacién en microtibulos. El taxol es activo sobre
tumores solidos frecuentemente resistentes a otros farmacos. Produce leucopenia o

neutropenia.’

En estudios recientes se ha demostrado la actividad anticancerigena de nuevos
derivados de azetidin-2-onaso también Ilamadas anillos B-Lactdmicos, que son moléculas
heterociclicascompuestas por tres atomos de carbono y un atomo de nitrégeno. Estos
compuestos se han probado sobre diferentes lineas celulares tumorales, logrando una mayor
especificidad y citotoxicidad, en comparacion a los medicamentos existentes. Actualmente,
esta alternativa terapéutica se encuentra en la etapa preclinica para determinar su
efectividad, presentando asi una nueva opcion en la investigacion del tratamiento frente al

cancer.™*®



1.2.- ANTECEDENTES

Banik 1. y cols. (2003) llevaron a cabo la sintesis estereoselectiva de nuevos
derivados de azetidin-2-onas con iminaspoliaromaticas,lo anterior como una propuesta de
nuevos agentes contra el cancer, empleando la reaccion de Staudinger. El estudio de
relacién estructura-actividad (SAR, por sus siglas en inglés), revel6 que los compuestos 1-
N-crisenil y 1-N-fenantrenil 3-acetoxi-4-aril-azetidin-2-onas ver Figura 1 (1, 2) tienen
actividad potente sobre lineas celulares cancerigenas, donde mencionan que la presencia del
grupo acetoxi en posicion 3 del anillo de azetidin-2-onas demostrd ser esencial para ejercer

una actividad sobre las lineas celulares cancerigenas.®

Posteriormente, BanikBK. y cols. (2004) realizaron estudios del mecanismo de
accion de derivados de azetidin-2-onas, evaluando ensayos bioldgicos de apoptosis,
mutagenicidad, interaccion con las topoisomerasas y actividad en el ciclo celular. El estudio
sobre la inhibicién del crecimiento celular, logré determinar que el compuestol present6
actividad anticancerigena selectiva sobre dos lineas celulares tumorales, leucemia HL-
60(Clsp = 5.21 uM) y carcinoma de colon HT-29(Clsy = 10.49 uM).Ademas, el compuesto
2, también presentd actividad sobre la leucemia HL-60 (Clsg = 3.64 uM) y HT-29(Clso =
5.26 uM)(Figura 1). En el andlisisse actividad bioldgica se logré determinar un bloqueo de
la fase G, del ciclo celular. Asimismo, se determind que los compuestos no inhiben a las
enzimas topoisomerasas; sin embargo, no se logro establecer el mecanismo de accién de los

compuestos.®
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Figura 1. Estructura de los compuestos 1 y 2 con actividad sobre lineas celulares de leucemia 'y
carcinoma de colon

Maés adelante, en el 2005, el mismo grupo de investigacion realizd la sintesis
estereocontrolada de nuevos derivados de azetidin-2-onas, usando de nuevo la reaccion de
Staudinger. La formacién deenantiomeros en configuraciontrans de azetidin-2-onas se
explico a través de la isomerizacion de losenolatos formados durante la reaccién de cloruro
de acido con iminaspoliaromaticasen presencia de trietilamina.Las azetidin-2-onas
mostraron ser enantiomeros distintos debido al pH, al presentar una constante de

acoplamiento caracteristica de la configuracion trans (J = 2 Hz).*°

Jarrahpour A. y cols. (2007) realizaron la sintesis de nuevos derivados de N-(4-
etoxifenil) azetidin-2-onas con una desproteccion oxidativa en nitrato de amonio cérico.
Realizaron la sintesis de iminas aromaticas por la metodologia de adicién cetona-amina
obteniendo resultados con un 44% de rendimiento. En la sintesis de azetidin-2-onas por la
reaccion de Staudinger obtuvieron resultados de un 81% de rendimiento. Durante la
metodologia se realizd la comparacién de varios métodos con diferentes catalizadores,
condiciones, solventes y tiempos de reaccion, descubriendo que en condiciones de
trietilamina /diclorometanoseco a -10°C se obtenian los enantiomerosde azetidin-2-onas

con la configuracion trans.™



Frezza y cols. (2008) llevaron a cabo el desarrollo de agentes antitumorales, que
preferentemente pudieran tener una actividad selectiva sobre las células malignas, con un
nivel de toxicidadcomparable al de los controles utilizados. En este estudio determinaron
que ciertos derivados de N-aquiltiolato-azetidin-2-onas pueden dafiar el ADN, son
inductores de la apoptosis en distintas lineas celulares tumoralesy presentan menor efecto
en células no transformadas;descubriendo dos analogos de azetidin-2-onas,3 y 4 (Figura 2),
ambos potentes inductores de la apoptosis. Ademas, el compuesto 3 mostr6é una actividad
bioldgica in vitro mayor a 4, debido a las modificacionesestructurales hechas en las
posiciones N1y Csdel anillo de azetidin-2-ona. Por otra parte, los derivados de azetidin-2-
onas fueron capaces de inhibir el crecimiento del tumor en ratones, teniendo xenoinjertos
de cancer de mama de la linea celular MDA-MB-231, esto asociado con la induccion de
dafio en el ADN Yy la apoptosis en los tejidos tumorales. Los resultados muestran a estas

azetidin-2-onas nuevas como potenciales agentes antitumorales.*?

4

Figura 2. Estructura de los compuestos 3 y 4 con actividad antitumoral.

Nuevamente, Banik BK y cols. en2010 realizaron la sintesis asimétrica de nuevos
derivados de azetidin-2-onas con actividad frente al cancer, a través de la reaccion de
Staudinger: utilizado cetenasquirales de los carbohidratos (Figura 3). Los estudios de
citotoxicidad presentan que el compuesto 5 tiene una inhibicion celular en 5 de 7 lineas

celulares con actividad superior a la del cisplatino, los resultados fueron: BRO, 6.1 uM.;



MDA-MB-231, 0.8 uM.; SKVO-3, 6.8 uM.; PC-3, 1.4 pM.; HL-60, 0.7 UM.; K-562, 1.1

UMy HT-29, 0.7 uM.23
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Figura 3. Sintesis de azetidin-2-onas a partir de cetenasquirales de los carbohidratos

CarrM vy cols. (2010) llevaron a cabo la sintesis y estudio de la relacion estructura-
actividad de una serie de analogos de combretastatina que contienen 1,4-diaril-azetidin-2-
ona. Los compuestos mas potentes fueron el 6 y 7 (Figura 4)con actividad antiproliferativa
en concentraciones nanomolares cuando se evaluaron contra lineas celulares humanas de
cancer de mama, MCF-7 y MDA-MB-231. El compuesto 6 ejercié efectos antimitéticos a
través de la inhibicion de la polimerizacion de tubulina posterior a la fase G.de la
mitosis,causando la detencién del ciclo celular en las células de cancer de mama, con una

actividad similar a la del control combretastatina A-4.'4

O O
H H
Y
O/ o//
N AN
6 7
e / _0 )

Figura 4. Estructura de los compuesto 6 y 7 con actividad antitumoral



O'Boyle y cols. (2010) llevaron a cabo la sintesis y ensayos de la actividad
antiproliferativa de una serie de analogos de combretastatina A-4, los cuales contienenel
fragmento 1,4-diarilazetidin-2-ona. Dichos andlogos mostraron una potente actividad a
concentracionesnanomolaresen lineas celulares humanas MCF-7 y MDA-MB-231 de
cancer de mama, donde muestran una inhibicion in vitro de la polimerizacion de la
tubulina, sin causar citotoxicidad significativa en condiciones normales de células
epiteliales de seno. EI compuesto 4-(3-hidroxi-4-metoxiaril) sustituido 8 (Figura 5), mostro
la actividad antiproliferativa méas potente de la serie. Este compuesto en particular, mostrd
actividad a una concentracion subnanomolar en la linea celularMCF-7 de cancer de mama
(Clso= 0.8nM), Estos compuestos fueron identificados como precursores potencialmente
utiles para el desarrollo de agentes antitumorales que tengan como objetivo la inhibicion de

la polimerizacion de la tubulina.™
HO
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Figura 5. Estructura del compuesto 8 con actividad en la linea celular MCF-7

O'Boyle 'y cols. (2011) describieron la  relacionestructura-actividad
antiproliferativade las azetidin-2-onas con modificaciones en la posicion 4 del anillo. La
sintesis de estas series de compuestos se logro utilizando las reacciones de Staudinger y
Reformatsky. La actividad antiproliferativa fue probada en ceélulas MCF-7 donde el

compuesto sustituido 4-(4-etoxi)fenil9(Figura 6), mostré la actividad mas potente con un
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valor de Clspde 0.22 uM. El mecanismo de accion demostrado fue por inhibicion de la
polimerizacion de la tubulina. Este compuesto condujo a la retencién de la linea celular
MCF-7 en la fase Go/M del ciclo celular e induccion de apoptosis; aunado a ello, se
demostrd la interrupcion de la mitosis por el compuesto 9en células de cancer de mama, al

confirmarse la formacién de células gigantes multinucleadas.*
o
&
9 (T ? AN
0O /

Figura 6. Estructura del compuesto 9 con actividad en la linea celular MCF-7

Olazaran y cols. (2011) llevaron a cabo la sintesis y evaluacién in silico de la
actividad bioldgica de nuevos derivados de 3-fenoxi-N-(metoxi-fenil)-azetidin-2-ona con
potencial actividad anticancerigena, logrando la sintesis, a través de la reaccion de
Staudinger, de seis nuevos derivados con buenos rendimientos de un 65 a 80% (Figura 7 y
Tabla 1). Todos los compuestos fueron confirmados por espectroscopia de Infrarrojo (IR) y
Resonancia Magnética Nuclear de un protén (RMN *H). La evaluacion in silico de la
actividad biolégica de los compuestos por medio del programa de prediccién de Estructura-
Actividad(PASS)", mostré que los derivados de azetidin-2-onas resultaron ser potenciales

agentes anticancerigenos.®
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Figura 7. Sintesis de derivados de azetidin-2-ona a través de la reaccion de Staudinger
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CAPITULO 2

2.1.- JUSTIFICACION

El cancer presenta una alta incidencia de mortalidad ocupando una de las principales
causas de muerte a nivel mundial y tercer lugar a nivel nacional. Aunado a ello, los
tratamientos existentes suelen ser invasivos, dolorosos y presentar multiples efectos

adversos ademas de no ser siempre efectivos.

Esto ha llevado a la busqueda de nuevas alternativas farmacéuticas que puedan
ayudar al tratamiento de esta enfermedad, presentandose los compuestos derivados de
azetidin-2-onas como candidatos prometedores yviablesdebido a que evidencian una
potente actividad citotdxica,tal como lo describe Miriam Carr en 2009, donde demuestra
que derivados de azetidin-2-ona presentan una actividad sobre la linea celular MCF-7

(cancer de mama)alcanzado un Cls de 0.8nM™.

Ademas del efecto citotoxico, es deseable conocer otros procesos celulares
especificos en los que se ve involucrado un potencial candidato anticancerigeno, de ahi que
sea necesariopoder realizarotros ensayos como:A) la elucidacién del mecanismo de
acciongue esta llevando a la muerte celular, B) unaprofunda exploracién en el campo de la
identificacion de los genes involucrados en las vias metabdlicas de la accion de derivados
de azetidin-2-ona en una linea celular cancerigena y C)Una exploracion en el conocimiento
de las interacciones moleculares del receptor con los compuestos derivados de azetidin-2-

ona en la actividad anticancerigena.
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2.2.- HIPOTESIS

Los derivados de 3-fenoxi y 3-metoxi azetidin-2-onas presentan un efecto antiproliferativo
mayor que la Vincristina y una alteracion en el patron de expresion génica sobre lineas

celulares cancerigenas, relacionada al metabolismo de los microtabulos.

2.3.- OBJETIVOS

2.3.1.- Objetivo general

Evaluar el efecto celular y molecular de 16 derivados de 3-fenoxi- y 3-metoxi-N-(metoxi-

fenil)-azetidin-2-onas sobre lineas celulares cancerigenas.

2.3.2.- Objetivos especificos

Evaluar la actividad anticancerigena in vitro de 16 derivados de azetidin-2-ona en

lineas cancerigenas SiHay B16F10.

e Evaluar la actividad citotéxicain vitro de 16 derivados de azetidin-2-ona en la linea

celular Chang.

e Evaluar la actividad apoptética de 3derivados de azetidin-2-ona mas significativos

en la actividad citotéxica, en lineas celulares B16F10.

e Determinar los patrones de expresion génica inducidos por la molécula méas activa

en la linea celular B16F10.

e Determinar el acoplamiento molecular de los ligandos (Dockig).

14



CAPITULO 3

3.1.-MATERIALES

3.1.1.- Equipos y su ubicacion.

Los equipos se encuentran en el Laboratorio de Ingenieria Genética y Gendmica;

Madulos para cultivo celular (Incubadoras con ambiente al 5% de CO,, campana de
bioseguridad nivel 1l,campana de cultivo microbiano, espectrofotometro UV-VIS, planchas
con agitacion, esterilizador eléctrico, centrifuga, microscopio 6ptico con cdmara,lector para
ensayos inmunoenzimaticos,micromanipuladores y unidades de enfriamiento).Mdédulo para
extraccion, analisis y manipulacion de &cidos nucleicos (campana de extraccion,
microcentrifugas, cAmaras de electroforesis vertical y horizontal, fuentes de poder, vortex,
termocicladores, fotodocumentador).Para los analisis moleculares se utilizd un
microarreglo de DNA de ratdn del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM Yy diversos

programas mas adelante descritos, para el estudio del acoplamiento molecular.

3.1.2.- Reactivos y compuestos

Para el cultivo celular se utiliz6: Medio Esencial Minimo (MEM), suero fetal
bovino (SFB), buffer de fosfatos salino (PBS, por sus siglas en inglés), antibidtico y
tripsina y para los ensayos de la viabilidad y proliferacion celular,el kit WST-1 de marca
Roche.Ademas,en los ensayos de apoptosis se utilizé el kit para caspasa-3 de la marca

Invitrogen.

Los compuestos a analizar fueron obtenidos a través de sintesis organica, y caracterizados

por cromatografia de capa fina (CCF),espectroscopia infrarrojo (IR), y resonancia
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magnética nuclear (RMN H), por el grupo de investigacion del Dr. Rivera del Instituto

Politécnico Nacional.*®

Tabla 1.Compuestos derivados de 3-fenoxi y 3-metoxi N-(metoxi-fenil)-azetidin-2-onas para evaluacién

celular y molecular.

Compuestos de la serie A (3-fenoxi-azetidin-2-ona)

C-081

C-082
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Compuestos de la serie B (3-metoxi-azetidin-2-ona)

C-095
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C-096
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Compuestos de la serie C (N-bensotiazol-azetidin-2-ona)

C-128
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C-129
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3.2.- METODOLOGIA
3.2.1.- PROLIFERACION Y CONSERVACION DE CELULAS CHANG, SIHA Y

B16F10

3.2.1.1.- Descongelamiento de las lineas celulares Chang, SiHa y B16F10

Para el descongelamiento de las lineas celulares se siguid paso a paso los protocolos
establecidos para ello, en donde primeramente se realiza el descongelamiento del vial
(eppendorf con células) en un bafio de agua a 37°C, para reducir la posibilidad de
contaminacion se mantiene la tapa fuera del agua. La descongelacion debe ser rapida y no
debe de tardar mas de un minuto en bafio maria. Posteriormente se descontamina por
inmersion o aspersion de etanol al 70%. Todas las operaciones deben llevarse a cabo bajo
condiciones asépticas estrictas. Luego se resuspende el sedimento celular con el medio
MEM y se distribuye en una caja de cultivo celular de 25 cm?. Es importante remarcar que,
antes de la adicién del medio a la caja de cultivo, el recipiente que contiene el medio MEM
se coloca en la incubadora durante al menos 15 minutos para permitir que el medio pueda
llegar a su pH normal (7.0 a 7.6). Para finalizar el cultivo celular se incuba a 37°C en una

atmosfera al 5% de CO,durante hasta 48 horas.?%?

3.2.1.2.-Procedimiento de proliferacion celularen las células Chang, SiHay B16F10
Este procedimiento se realiza cuando las células llegan a un nivel de confluencia de
aproximadamente el 80 % de proliferacion, pero la renovacion de medio MEM se realiza

cada 2 o 3 dias aunque la confluencia no sea mayor al 80 % de proliferacién.?*??

Para la proliferacion se requiere primeramente el retirar y desechar el medio de
cultivo anterior (las células vivas permanecenadheridas a la caja de cultivo), y al ser
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lavadas con una solucién de PBS,las células muertas son eliminadas junto con otros

residuos.?%?

Posteriormentese afiaden 2,0 mLde tripsina-EDTA a la caja de cultivo y se incuba
durante 2 minutos a 37°C en 5% de CO,, logrdndose observaren un microscopio invertido,
cémo las células se despegan de la caja y empiezan a flotar. Se realiza la aspiracion con una
pipeta pasteur con mucho cuidado de no maltratar las células, se colocan en nuevos tubos
eppendorf de 2 ml, en donde se realiza una centrifugacion durante 5 min a 5000 rpm esto
para formar una pastilla de células al fondo del tubo. Se retira la tripsina y se coloca medio
nuevo MEM, (se realiza un conteo celular con una cdmara deNeubauer). En donde se
calcula y se realizan diluciones para sembrar en una nueva caja de cultivo celular
aproximadamente 50,000 cel/mL. Se realiza la incubacion a 37°C en un ambiente al 5 % de

002-20-22

3.2.1.3.-Crio-conservacion de las lineas celulares Chang, SiHa y B16F10
Este procedimiento es fundamental para la conservacion y almacenamiento de las
diferentes lineas celularesChang, SiHa y B16F10. El uso de Medio de crecimiento (MEM)

con 5% de DMSO es crucial debido a que funciona como un crio-protector a las células.

Para ello es necesario primeramente retirar y desechar el medio anterior de cultivo,
lavar con PBS para eliminar residuos y células muertas. Se afiaden 2,0 mLde tripsina-
EDTA a la caja de cultivo esto durante 5 min para lograr una completa disociacién de las
células, para posteriormente transferir las células a un tubo eppendorf de 2 ml. Se realiza la
centrifugacion durante 5 min a 5,000 rpm a una temperatura de 4°C.Posteriormente se

cuantifica aproximadamente 500,000 células por vial al diluir en un mililitro de medio
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MEM con 5 % de DMSO yse traspasa en el momento a nitrégeno liquido para su crio-
conservacion. Asi pueden ser transportadas y almacenadas en un congelador de menos
70°C durante el tiempo necesario. Para descongelar las células observar el procedimiento

de descongelacion anteriormente mencionado. 2°%?

3.2.2.- EVALUACIONDE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LOS DERIVADOS

DE AZETIDIN-2-ONA

A partirde las lineas celulares Chang (hepatocitos),SiHa (cancer de cérvix) y
B16F10 (melanoma murino), fueron evaluadas la viabilidad, la citotoxicidad y la
concentracion inhibitoria media (Clsp) de los 16 derivados de azetidin-2-ona. A través de la
técnica de WST-1.%
3.2.2.1.- Procedimiento de la técnica de WST-1para la determinacién de la viabilidad
celular

Se obtuvieron células disociadas que fueron resuspendidas en medio de cultivo
MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino en placas de poliestireno de 96 pocillos
a una densidad celular de aproximadamente 50,000 células por mililitro. Se incubaron
durante 24 horas a 37°C en una atmdsfera al 5% de CO; y se afiadieronlas concentraciones
10,1,0.1 y 0.01 uM del cada uno de los derivados de azetidin-2-ona en estudio, en un
volumen total de 100 uL. Posteriormente se incubo por 24 horas a 37°C en atmosfera al 5%
de COy,para después remplazar el medio viejo por 100uL de medio MEM nuevo y se
afiadio 10 uL del reactivo WST-1 [2-(4 yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5- (2,4-disulfofenil)-
2H-tetrazolio]. Las células fueron incubadas por 2 horas a 37°C en atmosfera al 5% de
COyy finalmente se midié la densidad Opticaa 450nm con un lector para ensayos
inmunoenzimaticos(ELISA, por sus siglas en inglés).?*
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Con los valores de absorbancia obtenidos por el lector de ELISA de los compuestos
en estudio a las diferentes concentraciones, y lade los controles, se logré determinar el
porcentaje de viabilidad celular a través de la resta de la absorbancia del analito, a la
absorbancia del control positivo (muerte celular al 100% con TritdnX100 al 10%), entre la
absorbancia del control negativo (células sin tratar en condiciones normales de viabilidad),
el valor obtenido se multiplica por 100 (Figura 8).Obteniendo el porcentaje de viabilidad,el
cual es inversamente proporcional a la citotoxicidad. El porcentaje de citotoxicidad es igual
a la resta del 100 % menos el porcentaje de viabilidad (Figura 8). El porcentaje de
citotoxicidad es la muerte celular provocada por los compuestos y el medicamento control
vincristina. Con el porcentaje de citotoxicidad se logra determinar la concentracion
inhibitoria media (Clsp), esto a través del programaestadistico GraphPadPrism 6(mediante
regresion lineal).?®

Abs. analito - Abs. control (+)

% Viabilidad = X100

Abs. control (-)

% Citotoxicidad = 100 % - % Viabilidad

Figura 8. Formulas para determinar el porcentaje de viabilidad y citotoxicidad

Con este valor y el referente el medicamento Vincristina®, se logra comparar y

concluir actividadcitotoxica sobre las lineas celulares Chang, SiHa y B16F10.
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3.2.3.- DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE APOPTOSIS POR LA

TECNICA DE CASPASA-3

A partir de un cultivo de la linea celular B16F10se obtuvieron células disociadas
que fueronresuspendidas en medio de cultivo MEM suplementado con 10% de suero fetal
bovino en placas de poliestireno de 12 pozos a una densidad celular de aproximadamente 3-
5 x10° células por mililitro. Posteriormente, se incubaron las células durante 24 horas a
37°C en una atmosfera al 5% de CO; y se afiadieron 100 pL con la Clso de la muestra a
analizar, asi como los controles. Después se incubaron por 24 horas a 37°C en atmdsfera al

5% de CO,.%®

A continuacion se resuspendieron las células y se afiadieron 50 uL de reactivo de
lisis celular, se incubd durante 10minutos en hielo, posteriormente se centrifugd y se
transfirié el sobrenadante (extracto de citosol). Se diluyo el extracto de citosol a una

concentracion de 50-200ug por cada 50uL de reactivo de lisis celular.

Se afiadieron 50uL de buffer de reaccion 2X y 5ulL de tetrapéptido de p-nitroanilina
(DEVD pNA). Se incubda 37°C durante 2 horas (en oscuridad) y finalmente se midio la
densidad opticaa 405 nm con un lector para ensayos inmunoenzimaticos(ELISA, por sus
siglas en inglés). Con el valor calculado se determind la actividad de apoptosis de los
compuestos a analizar. Con este dato y el referente al del control positivo (podofilotoxina),
se logré comparar y asi concluir si los compuestos presentan actividadapoptotica sobre

células cancerigenas.®
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3.2.4.-ANALISIS DEL PATRON DE EXPRESION GENICA

Los microarreglos de ADN en términos generales son empleados para detectar la
expresion diferencial de genes en dos condiciones experimentales, terapéuticas o
fisiologicas distintas. Las diferencias en el nivel de expresion de cada gen se determinan en
funcién del nimero de copias de ARNmensajeros existentes en las muestras.La versatilidad
de esta técnica permite utilizarla en estudios de dosis-respuesta, para establecer perfiles de
expresion diferencial de genes en condiciones experimentales distintas (enfermedades,
tratamientos, etc.).Para el estudio genémico se utilizéla linea celular B16F10 y se les
realiz6 una extraccion de ARN, sintesis de ADN complementario y posteriormente la

hibridacién en los microarreglos.?’

3.2.4.1.- Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizba partir de una pastilla de células con
aproximadamente 500,000 células, se afiadié 500 uL de reactivode trizol, se dejé reposar 2
min, se afiadié 200 pL de cloroformo, se dejo reposar 3 min, se centrifugé por 8 min a
14,000 rpm, se separ6 la fase acuosa y se afiadieron 500 pL de isopropanol, se centrifugd
10 min a 14,000 rpm, se lavé con 500 pL de etanol al 70%, se centrifugd 5 min a 8,000
rpm, y la pastilla formada se secé y fue resuspendido el RNAm en50 pL de agua DEPC.?
Las muestras deARNse corrieronen un gel de agarosa al 1%, con buffer tris-acetato de
sodio-EDTA (TAE, en agua tratada con Dietilpirocarbonato) 1X en una camara de
electroforesis.Las muestras se corrieron por 30 minutos a 120 V, y las imagenes se
almacenaronen un Fotodocumentador con el programa Gel Doc XR (BioRad).Para
cuantificar las muestras, el analisis de densidad 6ptica (DO) *®/g se realizé en un

Biofotometro (Eppendorf), para cada muestra se colocé 1 uL de ARN con 99 uL de Agua-
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DEPC. Se consideré6 ARN de calidad si mantiene una relacion de DO ?®/g entre 1.8 -
2.0.Para la obtencion de aminoalil-cADN, se utiliz6 el kitChipshot de Promega, siguiendo

el Protocolo Promega (Z3604).%°

3.2.4.2.-Marcado del ARN

Para el marcado del ARN (sonda) se utilizd la sintesis in vitro de ADN
complementario. En los métodos mas comunes; se coloca el ARN total junto con un
desoxioligonucledtidopoli-T y un conjunto de hexameros al azar, permitiendo que
reconozcan sus sitios en el ARN mensajero. Posteriormente, se agregan los
desoxinucleotidos A, C, G y T, mas una proporcién dedesoxinucledtido T marcado con una
molécula fluorescente (comunmente, dUTP-alexa 555 y dUTP-alexa 647; también se
pueden obtener los mismosfluoréforos unidos a dCTP). Se agrega transcriptasa inversa a la
mezcla, la cual sintetiza el ADNc apartir del ARNm, incorporando el desoxinucleétidoU o
T marcado en dos reacciones estandares.Finalmente,se purifica el ADNc marcado para
eliminar el desoxinucledtidofluorescente noincorporado al ADNc y se tiene la sonda

marcada, lista para probarla en un microarreglo.?’

3.2.4.3.-Hibridacion de los Microarreglos

El procedimiento consistié en aplicar la solucion de hibridacion con las sondas
sobre lalaminilla y cubrirla con un cubreobjetos para permitir que la solucién cubra todo el
microarreglode igual forma que se hace una preparacion para microscopia. Lareaccion es
capilar y por eso requiere de muy poco volumen. Sin embargo, es importante sefialarque se
debe tener cuidado con la evaporacion, por lo cual se recomienda que los microrreglos sean

colocados en camaras hiimedas disefiadas para estos propésitos.”’
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3.2.4.4.-Lectura de microarreglos

Se utiliz6 un equipo lector de microarreglos que utiliza un laser para excitar las
moléculas fluorescentes unidasal ADNc y poder obtener la imagen de cada una de las
muestras contenidas en el microarreglo. Este procedimiento se hizo para cada uno de los
fluordforos obteniéndose dos imagenes, unapara el fluoréforo Alexa 555 (rojo) y otra para
el fluoréforo Alexa 647 (verde). Para la obtencion deestas imagenes se ajusta la intensidad
del laser y la sensibilidad de la camara o de losfotomultiplicadores segln sea el tipo de
lector, de tal forma que ambas imagenes den valores semejantes de fluorescenciatotal.
Comunmente para lograr esto, en los microarreglos se colocan controles o marcadores
quese utilizan para ajustar la sefial de fluorescencia para ambos fluor6foros. Una vez
obtenidas estas imagenes, se combinan para obtener un aspecto visual delmicroarreglo.Para
la obtencion de los valores cuantitativos de cada una de las sefiales defluorescencia
contenidasen el microarreglo, se realizé el analisis de las imagenes mediante el uso de
software (GenArise). Conel cual se logran encontrar los genes que se
encuentransobreexpresados e inhibidos con un zscore mayor o menor a +1.5 desviacion

estandar segtin sea el caso.?’

3.2.4.5.-Anélisis Bioinformatico.

A través del programas en linea David (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) se determind en

quéposibles rutas metabolicas estan involucrados los genes sobre expresados e inhibidos en

el ensayo del microarreglo de raton.*

3.2.5.- ANALISIS DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR
Se realizo el analisis de un posible receptor para los compuestos derivados de
azetidin-2-ona. En base a los resultados del anélisis de expresion génica del compuesto C-
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089 sobre la linea celular B16F10 y de los antecedentes mencionados en dicho proyecto. Se
logré proponer un posible blanco terapéutico.Se planted que el posible receptor de los
compuestos derivados de azetidin-2-onas, correspondia a la B-Tubulina, y se realizd la
busqueda de la estructura cristalina en la base de datos Protein Date Bank (PDB) en linea.
Al no encontrarse ninguna estructura de p-Tubulinade ser humano se realiz6 el disefio deun
modelo computacional del receptor (B-Tubulina) a través de los programas en linea I-
TASSER y MODELLER con sus protocolos descritos también en linea.***Se realiz6 el
pre-tratamiento de las muestras asi como la minimizacion de energia y geométricade los
ligandos (derivados de azetidin-2-ona) y el receptor en el modelo computacional de la -
Tubulina a través del programa Avogadro.**Se realizé el cambio de formato a pdbqt de los
ligandos (derivados de azetidin-2-ona) y el receptor modelado de la B-Tubulina a través del
programa Autodock tools.** Se realizé el anélisis de acoplamiento molecular a través del
programa Autodock vina. ** Se realizé el analisis de interaccion quimica de los ligandos

(derivados de azetidin-2-ona) con el receptor modelado de la B-Tubulina.

3.2.6.- SEGURIDAD EN EL LABORATORIO Y DISPOSICION DE LOS
RESIDUOS
Se manejaron residuos tanto quimicos como bioldgicos que se dispusieron en

diversos contenedores como:

. A. Soluciones salinas pH 6.8, soluciones de: sales inorganicas, acidos
inorganicos, organicos y bases inorganicas.

. D. Toxicos inflamables, combinaciones organicas halogenadas liquidas,
bases organicas y aminas.

. E. Muy toxico, cancerigeno organico.
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. Contenedor rojo. Residuos punzocortantes bioldgico-infecciosos.
. Contenedor amarillo. Residuos de organos, tejidos, célula bioldgico-

infecciosa.

Que se encuentran estratégicamente ubicados en el laboratorio de uso. Al final, el

material biologico restante y fisico reusable seesterilizé mediante calor humedo.
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CAPITULO 4

4.- RESULTADOS

4.1.-ENSAYOS DE VIABILIDAD, CITOTOXICIDAD Y ACTIVIDAD

ANTICANCERIGENA

4.1.1.-Evaluacion de la actividad citotoxica en células Chang

Inicialmente se trabajé con la linea celular Chang (Células humanas de higado). Las
células presentaron un crecimiento exponencial aproximadamente a las 72 horas, logrando
una confluencia de hasta un 80% (2.5-3.5x10° células/caja) en condiciones de crecimiento a
37°C con una atmosfera de CO; al 5% en medio MEM adicionado con suero fetal bovino al
10% vy antibidtico al 1%.En el ensayo de viabilidad celular para determinar la actividad
citotoxica, se utilizé la técnica de WST-1 para los 16 compuestos de azetidin-2-ona, a
concentraciones de 10, 1, 0.1 y 0.01uM. Se utilizaron como controles: control negativo,
celulas sin tratar (proliferacion normal al 100%); control positivo (Triton-X-100 al 10%)
para una muerte celular al 100%;como testigo de citotoxicidadel medicamento comercial
anticancerigeno Vincristina®; ademés de un control con el solvente DMSO al 10% esto
para ver la influencia provocada por el solvente utilizado en la disolucion de los

compuestos. El ensayo se realizo6 por triplicado a las cuatro concentraciones mencionadas.

En la tabla 2 se presentan los resultados del promedio de los valores de porcentaje de
citotoxicidad con los valores de desviacién estandar, en la figura 8, se presenta el anillo de

azetidin-2-ona con sus respectivas modificaciones en los radicales.
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Figura 9. Anillo de azetidin-2-ona y sus radicales.

Tabla 2. Promedioy desviacién estandar del porcentaje deactividad citotéxicaen células Chang. Se
probaron concentraciones de 10, 1, 0.1 y 0.01 uM de los 16 compuestos derivados de azetidin-2-ona y la
Vincristina.

CH30CeHs-  p-CH3OCeHs-  CeHsO-  87.36 £ 2.1 52.60+6.1 50.60 £ 8.9 44.36 £9.8

CH30CeH,- CoHs- CsHsO- 729371 25.94 + 12 17.90+9.1 12.74+15
CH30CeH,- p-NO2CeHs- CeHsO- 68.47 +3.3 40.24+1.8 21.10+1.7 277+24
CH30CeH4- 0-NO,CgHs- CeHsO-  69.90+12.1 23.44+10.8 994 +1.7 2.10+0.7
CH30CeH,- p-FCeHs- CsHsO- 72.87+23 50.57+£2.9 31.00+ 3.0 2297 £5.1
CH30CeH4- p-CH3CeHs- CgHsO- 21.40+6.1 1494 +0.3 4.60+0.5 547 %15
CH30CeH.- p-FCeHs- CHs0- 50.27 +8.9 40.87£7.8 29.80+7.3 18.14 +3.7
CH30CsH4- p-NO,CeHs- CH;0- 4797 %15 4.74+£28 33014 23011
CH30CsH4- 0-NO,CeHs- CH;0- 50.92 £3.1 34725 23421 18413
CH30CgH,s-  p-CH;OCeHs-  CH3O- 5493 +9.1 8.34+2.6 3.68+3.2 20015
CH30CsH4- p-ClCeH,- CH;0- 739177 1272 +7.9 9.00 +5.6 450+0.8
CH30CeH.- p-CH3CeHa- CHs0- 72.05+3.7 9.60 + 3.6 3.00+2.0 1.30+0.5

C7H4NS- P-NO2CoHs- CgHsO- 90.23+0.1 88.53+0.5 50.83+9.5 23.13+5.8

C7HANS- C,Hs0 CgHsO- 85.52+0.3 811719 79.60 5.2 9.56 +5.7

C7HsNS- p-ClCeHa- CsHsO- 88.91+2.6 85.31+1.4 26.28 £10.1 12.73+6.6

C7H4NS- CsHaN CgHsO- 74.36 £3.5 60.01 £ 13.5 419+33 293+20

79.27 7.7 63.35+7.9 41.92 £9.6 25.68 +0.8

En la tabla anterior se puede observar una actividad citotoxica presente en los
diferentes compuestos derivados de azetidin2-ona, en especial los compuestos de la serie
A(3-fenoxi azetidin-2-ona)presentanun porcentaje entre 68-87 %de citotoxicidad a 10 UM,
con excepcion del compuesto C-089. En cambio la serie B que son los compuestos
derivados de 3-metoxi azetidin-2-ona, presentan un porcentaje entre47-73 %de

citotoxicidad auna concentracion de 10 pM.
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4.1.2.- Evaluacion de la actividad citotdxica en células SiHa
Posteriormente se trabajo con la linea celular SiHa(células humanas de céancer
cervicouterino) para demostrar la actividad citotoxica sobre una linea cancerigena y

demostrar asi la actividad anticancerigena.

Siguiendo los mismos pasos que para la linea celular Chang, se logro determinar la
proliferacion y viabilidad celular por medio de la técnica WST-1 de 8 derivados de
azetidin-2-ona, este ensayo se realizd por triplicado a las mismas cuatro concentraciones

mencionadas que con las células Chang.

La tabla 3 muestra los resultados del promedio del porcentaje de viabilidad de los 8

compuestos probados sobre la linea celular SiHa con sus respectivas desviaciones estandar.

Tabla 3. Promedio y desviacién estandar del porcentaje de actividad citotéxica en células SiHa.Se
probaron concentraciones de 10, 1, 0.1 y 0.01 uM de 8 compuestos derivados de azetidin-2-ona y la
Vincristina.

Conc. 0.1 Conc. 0.01

pM pM
C-081 CH30CsH4- p-CHsOCeHs-  CeHsO- 86.4+2.1 495+114 33.0+5.1 272+7.2
C-082 CH30CsH4- CsHs- CsHsO- 88.40+1.0 4351 £4.7 41.95+6.9 41.95+39
C-083 CH30CsH,4- p-NO,CeHs- CeHsO- 62.54 +2.2 3221+1.7 31.25+3.9 25.55+6.8
C-084 CH30CsH4- 0-NO,CeHs- CsHsO- 75.41+3.0 56.52+2.7 46.20+125 30.36 + 2.0

C-085 CH30CeH,- p-FCeHs- CeHsO- 8355+2.1 53.75£8.5 52.85+8.9 40.60 £ 5.5
C-089 CH30CeH,- p-CH3CeHs- CeHsO- 80.75+9.5 5494 +7.7 43.13+6.1 40.61 +£2.3
C-095 CH30CeH,- p-FCsHs- CH;O- 82.7+55 289+5.2 185+9.7 9.6 +8.5
C-128 C7H4NS- p-NO,CeHs- CeHsO- 84921 82625 42.4 £5.6 21.4+34
Vincristina 929+7.1 77.7+4.1 70.1+7.2 552 +6.4

4.1.3.- Evaluacion de la actividad citotoxica en células B16F10
La ultima parte del ensayo de citotoxicidad se realizo con la linea celular B16F10

(células de melanomamurino).
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La tabla 4 muestra los resultados del promedio del porcentaje de viabilidad de los 16
compuestos probados sobre la linea celular B16F10 con sus respectivas desviaciones

estandar.

Tabla 4. Promedio y desviacion estandar del porcentaje de actividad citotoxica en células B16F10. Se
probaron concentraciones de 10, 1, 0.1 y 0.01 uM de los 16 compuestos derivados de azetidin-2-ona y la
Vincristina.

CH30C¢H,- p-CH30CeH,- CeHsO- 5230+ 7.6 32.63+2.7 23.12+29 1712 +1.7
CH30C¢H,- CeHs- CsHsO- 72.70£9.8 63.14+£9.0 57.93+6.8 4416+7.1
CH30C6H,4- p-NO,CsHs- CgHsO- 63.48 +6.2 47.17£7.0 43.15+£9.9 26.49+7.2
CH30C6H,- 0-NO,CgHs- CsHsO- 48.37 £ 8.7 46.65+11.2 38.43+7.9 12.07+1.6
CH30C¢H,- p-FCeHs- CsHsO- 53.85+2.7 440978 38.01+7.1 1528 £6.0
CH30C6H4- p-CH3CeHs- CsHsO- 82.49+23 48.47 £5.6 8.44+7.1 2.68+1.7
CH30CeH4- p-FCsHs- CH;0- 70.16 +8.0 27.51+10.6 22.96 +3.8 19.81+4.4
CH30CeH4- p-NO,CeHs- CH30- 81.36+1.1 29.16 +3.5 19.33+3.0 1.80+1.7
CH30CeH,4- 0-NO,CgHs- CH30- 66.28 +3.9 31.01+4.2 27.15+54 17.24+5.0
CH30CeH4- p-CH30CeH4- CHs0- 7418 +15 28.31+3.8 2751+1.2 20.79+3.9
CH30CeH4- p-CICeHs- CH30- 48.56 £ 4.0 2596 +4.4 21.53+4.5 20.50+3.0
CH30CeH4- p-CH3CeHy- CH30- 7457 +5.0 13.75+4.3 12.78 £ 4.6 528 +4.6
C7H4NS- p-NO,CgHs- CsHsO- 80.52+1.7 64.60 £5.5 26.88 £ 2.6 1425+3.2
C7H4NS- C4H30 CsHsO- 80.33+4.7 66.97 £ 1.4 35.56 £ 7.6 10.12+£5.1
C7H4NS- p-ClCeHs- CsHsO- 80.44 +3.3 T447+12 26.58 +1.7 18.49+538
C7H4NS- CsHiN CsHsO- 79.24+2.4 31.74+5.0 22.95+55 15.62 +3.3
80.30+1.1 74.69 £ 1.6 65.89 2.2 47.41+13

En la tabla anterior podemos observar actividad citotoxicaen la linea celular
cancerigena, la cual estapresente en casi todos los compuestos derivados de azeridin-2-ona,
por ejemplo en la serie A,para el compuesto C-081 se logra ver un porcentaje de
citotoxicidad muy similaral presentado por la vincristina, en cambio en la serie B
observamos que el compuesto C-099 presenta un porcentaje de citotoxicidadpobre con un
48 % a una concentracion de 10 puM. Sin embargo en la serie C podemos observar una
actividad muy prometedora debido a que presenta un porcentaje de 80 % de

citotoxicidad,parecido al de la Vincristina.
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4.1.4.- Concentracion inhibitoria media de los compuestos derivados de azetidin-2-
ona, en las lineas celulares Chang, SiHa y B16F10

Para la determinacion de la concentracion inhibitoria media (Clsp), se utilizé el programa
GraphPadPrism 6 y a partir de los resultados de citotoxicidad a las concentraciones 10, 1,
0.1 y 0.01 de cada uno de los 16 compuestos derivados de azetidin-2-ona en las tres lineas
celulares Chang, SiHa y B16F10. En la Tabla 5 se muestran los valores de Clsy de los 16

compuestos derivados de azetidi-2-ona.

Tabla 5. Valores de Concentracién Inhibitoria Media (Clsp) de los 16 compuestos derivados de azetidin-
2-onaen las tres lineas celulares Chang, SiHa y B16F10.

CHANG SIHA B16F10

= "3 (ClyuM)  (ClouM)  (Clso M)
C-081 CH3;OC¢H4-  p-CH:OCgH,;- CeHsO- 0.6319 0.4255
C-082 CH3OCH,- CeHs- CsHsO- 2.85 0.2024 0.2884
C-083 CH30C¢H4- p-NO,CgHs- CeHsO- 2.08 3.642 0.8728
C-084 CH30C¢H4- 0-NO,CgHs- CeHsO- 3.732 0.2262 4.82
C-085 CH3OCgH,4- p-FCsHs- CsHsO- 0.7464 0.0850
C-089 CH3OC6H4' p'CH3C6H5' CGHSO' >10.00 0.0726
C-095
C-096
C-097
C-098
C-099
C-100
C-129 C;H;NS- C4Hs0 CeHsO- 0.0093 *NR 0.3437
C-130 C/H;NS- p-CICeH,4- CsHsO- 0.2304 *NR 0.311
C-131 C;H;NS- CsH;N CeHsO- 1.035 *NR 1.704

Vincristina 0.00966 0.00511 0.01059
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4.2.- DETERMINACION DE ACTIVIDAD APOPTOTICA MEDIANTE EL
ENSAYO DE CASPASA-3

Para determinar los valores de apoptosis en las células B16F10, se requirié primero
cuantificar las proteinas por el método Bradford, para lo cual se realiz6 una curva de

calibracién que se presenta en la figura 10.

Cuantificacion de proteinas
0.6

y =0.0199x + 0.2819

0‘5 / RZ = 0'9922
0.4 /
0.3

0.2

Absorbancias

0.1

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentraciones (ug/ml)

Figura 10. Curva de calibracion para determinar la concentracion de proteinas a través del método
deBradford.

Esta grafica se tom6 como referencia para realizar la cuantificacion de las proteinas
totales de las muestras en estudio y asi lograr unificar todos los ensayos a una misma
concentracion de 200ug de proteinas. A partir de dichas muestras, se mediria la absorbancia
de lap-nitroanilina libre, la cual se realiza a 405 nm de longitud de onda. En la figura 11 se
muestra graficamente la forma en que trabaja el sistema y en la tabla 6 y figura 12, se

muestran los resultados de este experimento.
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Figura 11. La actividad de caspasa-3. Se observa como actla sobre el sustrato pNA DEVD, para producir
una diferencia colorimétrica.

Con los datos obtenidos de los compuestos C-089, C-096 y C-129, generados por la
reaccion previamente mencionada para determinar la actividad de la enzima caspasa-3 v el
referente del control positivo (podofilotoxina), se compard y se logré concluir que los

compuestos presentan actividad apoptética sobre células cancerigenas (Tabla 6).

Tabla 6. Actividad Apoptotica de los compuestos cabeza de serie versus la podofilotoxina.

Compuesto Absorbancias Actividad Apoptotica
Podofilotoxina 0.267 Positivo
Negativo (células sin tratar) 0.117 Negativo
C-089 0.266 Positivo
C-096 0.234 Positivo
C-129 0.247 Positivo

Como se puede observar en la tabla anterior los compuestos mas representativos de
cada serie, para la serie A el compuesto C-089, la serie B representada por el compuesto C-

096 y la serie C por el compuesto C-129. Ademas en la figura 12, se puede observar
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visualmente el efecto celular provocado por uno de los compuestos asi como la

podofilotoxina.

 B6E10 10X
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Figura 12. Células B16F10 en condiciones de apoptosis con la podofilotoxina y C-089.Es evidente la
presencia de apoptosis en ambos casos por la presencia de muerte celular organizada donde la célula va

desprendiendo vesiculas después de que se ha fragmentado su material genético.

4.3.- ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA A TRAVES DE MICROARREGLOS

DE ADN

4.3.1.- Condiciones de lasmuestras en estudio

Se realizé el crecimiento y proliferacion de la linea celular B16F10 (melanoma de
raton) de lo cual se obtuvieron células disociadas resuspendidas en medio de cultivo MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino, en una caja de cultivo a una densidad celular
de aproximadamente 3-5 x10° células por mililitro. Posteriormente, se incubd las células 24
horas a 37°C en una atmdsfera al 5% de CO; y se anadieron 10 pL de una solucion stock
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para tener una concentracion final de 1.2uM, el Clso del compuesto C-089, asi como un
control negativo con células sin tratar. Después se incubd por 24 horas a 37°C en atmosfera

al 5% de CO..

4.3.2.- Extraccion del ARN

Como se muestra en la figura 13, las muestras de ARN fueron exitosamente
extraidas de las células cancerigenas en condiciones normales y tratadas con el compuesto
C-89. Cabe destacar que las dos bandas que presentan los carriles 1, 2 y 4 corresponden a
las dos subunidades de ARN ribosomal. Por representar éste mas del 90% del ARN total
celular, es finalmente quien nos indica si hubo una extraccion eficiente, aunque en realidad,

con el que se trabaja mas adelante es con el ARN mensajero.

Figura 13. Electroforesis en gel agarosa al 1% de ARN total. Se presentan las muestras control (linea 1y
2) y tratada (linea 4), tefiido con bromuro de etidio, utilizando el programa Gel Doc XR en un
fotodocumentador (Bio-Rad).

4.3.3.- Lectura y cuantificacion del microarreglo
El microarreglo hibridado fue leido de manera que las intensidades de cada punto
representativo de cada gen fueron cuantificadas. A continuacién se muestran las imagenes

obtenidas del microarreglo de raton (Figura 14).
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Figura 14.Una parte del microarreglo de ADN de raton. Se presenta solo un detalle con el fin de poder
apreciar los elementos verdes y rojos.
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4.3.4.- Andlisis bioinformético

Para el anélisis del microarreglo se utilizé el programa estadistico Gen-Arise, con el que se
extrajeron del chip de ADN los genes que se encuentran sobre-expresados e inhibidos por
el compuesto C-089 en células de melanoma de raton (tefiidos en verde o rojo). Siendo los
de importancia bioldgica los que se encuentran con una desviacion estandar por encima o
por debajo de 1.5. En este rango se encontraron 676 genes inhibidos y 1524 genes sobre
expresados como se muestra en la figura 15. La lista completa de genes, se anexa a esta

tesis como archivo electronico de hoja de célculo.

s +

+

e
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Figura 15.Valores de Z-score para el andlisis de microarreglos del compuesto C-089 sobre la linea
celular B16H10. En la grafica de la izquierda se observantodos los genes presentes en el microarreglo de
raton, analizados en este experimento, mientras que en el lado derecho, se exhiben solo aquellos genes sobre-
expresados e inhibidos (puntos amarillos por encima y por debajo de 0) por accidn del compuesto C-089.

Con el fin de rastrear la importancia bioldgica de los genes identificados, se echd
mano del programa en linea DAVID (TheDatabaseforAnotation, Visualitation and
IntegratedDiscovery),®que es una herramienta Gtil para el estudio de la expresién génica,
en dondese encontrarondiferentes rutas bioquimicas involucradas en la muerte celular,
como el proceso de apoptosis y la sintesis delcitoesqueleto, asi como los procesos de

division celular. Y aunque todavia es necesario un estudio mas detallado de los resultados
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se puedesugerir fuertemente que los compuestos inducen apoptosis y dafian el citoesqueleto

(Figuras 16, 17 y 18).
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Figura 16.- Diagrama arrojado por DAVID de genes sobre-expresados que se encuentran involucrados
en la apoptosis.Se marcan con estrellas rojas, l1os genes involucrados. La tabla 7 muestra la lista de genes.

Tabla 7.- Lista de genes sobreexpresados en la via de apoptosis

Fas (TNF receptor superfamily member 6)

baculoviral 1AP repeat-containing 2

calpain 1

caspase 7

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha

o o1 B~ W N

protein phosphatase 3, catalytic subunit, beta isoform

tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10

tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b
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Figura 17.- Diagrama arrojado por DAVID de genes sobre-expresados que se encuentran involucrados
en la regulacion del citoesqueleto. Se marcan con estrellas rojas, los genes involucrados. La tabla 8 muestra

la lista de

genes.

Tabla 8.- Lista de genes sobreexpresados en la via de citoesqueleto

Moloney sarcoma oncogene

Rac/Cdc42 guanine nucleotide exchange factor (GEF) 6

abl-interactor 2

actin, beta

cell division cycle 42 homolog (S. cerevisiae); predicted gene 7407

cholinergic receptor, muscarinic 1, CNS

cholinergic receptor, muscarinic 3, cardiac

| N o o B~ W DN

gene 6180

cofilin 1, non-muscle; similar to Cofilin-1 (Cofilin, non-muscle isoform); predicted

fibroblast growth factor 10
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10

fibroblast growth factor 2

11 | guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 12
12 | guanine nucleotide binding protein, alpha 13

13 | integrin alpha X

14 | integrin beta 3

15 | phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type 1 alpha
16 | related RAS viral (r-ras) oncogenehomolog 2

17 | similar to FGF23; fibroblast growth factor 23
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Figura 18.- Diagrama arrojado por DAVID de genes inhibidos que se encuentran involucrados en la

di

ivision celular.Se marcan con estrellas rojas, los genes involucrados. La tabla 9 muestra la lista de genes.
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Tabla 9.- Lista de genes inhibidos en la via del ciclo celular.

1 |DBF4 homolog (S. cerevisiae)

2 |budding uninhibited by benzimidazoles 3 homolog (S. cerevisiae)

3 |c-abl oncogene 1, receptor tyrosine kinase

4 |cyclin A2

5 lgrowth arrest and DNA-damage-inducible 45 beta

6 |mitotic arrest deficient 1-like 1

7 lorigin recognition complex, subunit 2-like (S. cerevisiae)

predicted gene 7390; transcription factor Dp 1; similar to Transcription factor Dp-1 (E2F
dimerization partner 1) (DRTF1-polypeptide 1)

9 [retinoblastoma-like 1 (p107)

similar to Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B (p14-INK4b) (p15-INK4b); cyclin-dependent

10
kinase inhibitor 2B (p15, inhibits CDK4)

11 |structural maintenance of chromosomes 1A

4.4.- ANALISIS DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR

Al no contar en la base de datos de estructuras proteicas del RCSB
(ResearchcollaboratoryforStructuralBioinformatics) con informacion de B-tubulina
humana, se procedié a disefiarla con ayuda de los programas I-TASSER y MODELLER y
la secuencia de aminoacidos registrada en el NCBI con la clave NP_821080.1 que se
presenta en la figura 19. La figura 20 muestra la estructura de la B-tubulina humana

disefiada.
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1 MREIVHIQAG QCGNQIGAKF WEVISDEHGI DPTGSYHGDS DLQLERINVY YNEATGNKYV
61 PRAILVDLEP GTMDSVRSGP FGQIFRPDNF VFGQSGAGNN WAKGHYTEGA ELVDSVLDVV
121 RKESESCDCL QGFQLTHSLG GGTGSGMGTL LISKIREEYP DRIMNTFSVM PSPKVSDTVV
181 EPYNATLSVH QLVENTDETY CIDNEALYDI CFRTLKLTTP TYGDLNHLVS ATMSGVTTCL
241 RFPGQLNADL RKLAVNMVPF PRLHFFMPGF APLTSRGSQQ YRALTVPELT QQMFDSKNMM
301 AACDPRHGRY LTVAAIFRGR MSMKEVDEQM LNVQNKNSSY FVEWIPNNVK TAVCDIPPRG
361 LKMSATFIGN STAIQELFKR ISEQFTAMFR RKAFLHWYTG EGMDEMEFTE AESNMNDLVS
421 EYQQYQDATA DEQGEFEEEE GEDEA

Figura 19.- Secuencia de amino&cidos de la B-tubulina humana.

Figura 20.- Molécula de B-tubulina disefiada.

Utilizando el sitio de union de la colchicina en la B-tubulina, se realizaron los

ensayos de acoplamiento molecular de los 16 derivados de azetidin-2-ona, tomando como
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control la colchicina. Se encontrd un patron de energia libre de acoplamiento en Kcal/mol

parecida a la colchicina. (Tabla 10).

Tabla 10.- Energia de acoplamiento molecular (docking) de los compuestos derivados de azetidin-2-ona
en el sitio de union de la B-tubulina.

ID

C-081
C-082
C-083
C-084
C-085
C-089
C-095

C-096
C-097
C-098
C-099
C-100
C-128
C-129
C-130
C-131
Colchicina

Enseguida se procedio a realizar el andlisis de las interacciones quimicas entre los
compuestos con el sitio de union de la colchicina en la molécula de B-tubulina. En este

ensayo se encontraron como regiones importantes de union, tanto para el medicamento

R1

CH30CgHs-
CH30C¢H4-
CH30CgHs-
CH30C¢H4-
CH30CgHs-
CH30C¢H4-
CH30CgHs-
CH30C¢H4-
CH30CgHs-
CH30C¢H4-
CH30CgHs-
CH30C¢H4-
C7H4NS-

C7H4NS-

C7H4NS-

C7H4NS-

R2

p-CH;0-
H-

p'NOZ'
0-NO»-

p-F-

p-CH3-

p-F-
p-NO2-
0-NO,-
p-CHs0-
p-Cl-
p-CHs-
p-N02C6H4-
C4Hs0
p-C|C6H4-
CsH4N

R3

CeHs0O-
CeHsO-
CeHs0O-
CeHsO-
CeHs0-
CeHsO-
CH3;0O-
CH30-
CH3;0O-
CH30-
CH3;O-
CH30-
CeHs0O-
CeHsO-
CeHs0O-
CeHsO-

Docking
Kcal/mol

-7.2
7.2
-1.4
-7.8
-1.7
-7.8
-6.8
-6.4
-6.9
-6.4
-6.6
-6.8
-7.8
-7.8
-8

-1.4
-1.4

control, como para los compuestos probados, siete aminoacidos, a saber: Cys 239, Lys 252,

Val 316, Lys 350, Leu 246 y Ala 248. La figura 21 muestra dichas interacciones.
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C
Figura 21.- Interacciones moleculares con la p-tubulina humana. A) Interacciones quimicas del
compuesto C-130; B) Interacciones quimicas de la colchicina; C) Interacciones quimicas del compuesto C-
089.
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CAPITULO 5

5.- DISCUSION

En términos de efectividad citotdxica, podria decirse que los compuestos derivados
de benzotiazol son los que presentaron la mayor actividad incluso comparable con la
vincristina, sin embargo, para fines practicos, algunos de los compuestos derivados fenoxi,
ademés de una buena citotoxicidad han evidenciado una interesante selectividad celular
hacia células cancerigenas tal como se puede ver en la tabla 5. Ahi podemos observar que
los derivados de benzotiazol son toxicos incluso para los hepatocitos, mientras que algunos
derivados fenoxi presentan selectividad. Particularmente para los compuestos C-082 y C-
089 que serian el 4-fenoxi y el p-metilfenoxi, esta especificidad esta bien evidenciada de
acuerdo a los datos de la concentracion inhibitoria 50. De ellos, se decidid elegir el

compuesto C-089 para continuar con los estudios moleculares.

Haciendo una comparacion entre C-089 y C-100 que son los compuestos homologos
pero el primero de la serie fenoxi y el segundo de la serie metoxi, se puede sugerir que un
fenoxi marca la importancia de la actividad bioldgica que al parecer se ve perdida en el

respectivo metoxi. (Ver Tabla 5).

Lo mismo sucede para los compuestos C-085 y C-095 que poseen estructuras
homdlogas solo que el primero es de la serie fenoxi y el segundo de la serie metoxi en la
posicion 3, y exhiben una marcada diferencia en cuanto a la actividad citotdxica ya que ésta
se ve incrementada considerablemente en la presencia del fenoxi al compararlo con el
metoxi. Bajo esta Unica diferencia, la actividad biologica se ve draméaticamente modificada.

(Ver tabla 5).
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Cabe destacar los hallazgos de Carr y colaboradores*sobre el impacto de un
hidroxilo en posicion meta del 4-metoxifenil en el compuesto 12, lo cual cambia
draméticamente la actividad bioldgica de las azetidin-2-onas haciéndolas mas potentes
cuando el hidroxilo esta presente (Ver Figura 22 y Tabla 11) lo que nos permite sugerir la
adicion de hidroxilos a los compuestos C-082 y C-089 esperando mejorar aln méas su

actividad sin perder la especificidad.

Figura 22.- Estructuras de los compuestos 12 reportados por Carr y colaboradores.

Tabla 11.- Actividad antiproliferativa dramaticamente alterada al cambiar un hidroxilo por un
metoxilo™.

Compound Ry Ra Antiproliferative

Number activity®® MCF-7
cells 1Cqq value (M)

12d H H 0017 + 0,002

12e CH3 H 0.010 £ 0.0032

12f CH3 CHj 025+ 008

12j H H 0.130 + 0.054

12k CH3 H 296 + 061

121 CH5 CH, 404 + 235

2 (CA-4) 0.0031
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De acuerdo a los datos arrojados por Banik y colaboradores® sobre el estudio del
mecanismo de accion de las azetidin-2-onas, se procedié a continuar la fase experimental
evaluando la actividad apoptética de los compuestos. En este caso se utilizd un estuche
comercial de ELISA que evalGa la actividad de Caspasa-3, una enzima clave en el
desarrollo de apoptosis cuya secuencia de reconocimiento en su sustrato es un tetrapéptido
formado por los aminoécidos Aspartato-Glutamato-Valina-Aspartato (DEVD) y que estd
presente en el reactivo del estuche comercial unido a p-nitroanilina. De tal manera que una
vez que la caspasa 3 reacciona en caso de que estuviera presente por la presencia de
apoptosis, la p-nitroanilina se libera y emite luz en el visible que puede ser medida con el
lector. Posteriormente estos datos serian confirmados en la estrategia experimental con el

ensayo de microarreglos.

La mayoria de los estudios con tecnologias de alto rendimiento para andlisis de
expresion génica por microarreglos de ADN, en el area de terapias emergentes contra el
cancer, estan enfocados a evaluar la drogoresistencia en diferentes lineas celulares de
cancer, por lo que resultan bastantes atractivos los resultados aqui obtenidos, desde el punto
de vista que se trata del primer trabajo en el que se busca elucidar el mecanismo de accién
de una nueva molécula prometedora como anticancerigeno usando microarreglos de ADN.
En los estudios previos, se ha encontrado como podria esperarse, la sobreexpresion de

genes MDR en los casos de resistencia a vincristina y paclitaxel®

, asi como de genes de
enzimas destoxificantes. Interesantemente encuentran también la inhibicion de genes de
apoptosis y la induccion de genes del ciclo celular, que va en contraste con nuestros

resultados, pero en total concordancia con el modelo ya que en tales estudios tenian un
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efecto de resistencia al farmaco mientras que en el modelo aqui presentado, se puede

confirmar un bien documentado efecto pro-apoptético y citotoxico. %’

En el caso del estudio de acoplamiento molecular se selecciond como proteina
receptora de los ligandos a la B-tubulina, tomando en consideracion los antecedentes
cientificos expuestos por O"Boyle'® quien realizé un anélisis del acoplamiento molecular de
compuestos derivados de azetidin-2-ona en el sitio de union de la colchicina en la -
tubulina bovina (pdb 1SAQ). Al mostrar los resultados que nosotros obtuvimos del analisis
de expresion génica en el microarreglo de raton,una influencia en la muerte celular a través
de la regulacion del citoesqueleto y la apoptosis por el compuesto C-089, nos dio la pauta
para ejecutar el andlisis con una B-tubulina humana disefiada especialmente para este
trabajo al no existir una previamente en las bases de datos. La B-tubulina asi obtenida al
analizarla con el programa PyMOL, mostré un valor de desviacion de la raiz cuadrada
media (RMS) de 0.530 en comparacion con 1SAQ que al estar por debajo de 1, habla de un
buen modelado que refleja una considerable similitud de la proteina asi disefiada al patron
de referencia que es la proteina obtenida por cristalografia. Al realizar los estudios de
interacciones moleculares con el programa Chymera, pudimos confirmar que el compuesto
C-089 presentaba las mismas interacciones que la colchicina hacia la B-tubulina con los
aminoacidos Cys 239, Lys 252, Val 316, Lys 350, Leu 246 y Ala 248. Cabe destacar que
también se hicieron ensayos de acoplamiento con la B-tubulina pero utilizando como
ligando la vincristina en el sitio de union de colchicina y de la misma forma, se probd el
compuesto C-089 en el sitio de union de la vincristina, sin embargo, ninguno de estos

ensayos mostro un eficiente acoplamiento.

50



CAPITULO 6

6.1.- CONCLUSIONES

Se logré determinar la actividad citotoxica y anticancerigena de 16 compuestos
derivados de Azetidin-2-ona, a través del ensayo de viabilidad y proliferacion

celular con el reactivo WST-1.

El compuesto C-089 presenta una selectividad hacia lineas celulares cancerigenas
(SiHa y B16F10), mientras que en células Chang presenta una actividad citotdxica
menor. Lo que lo convierte en un compuesto prometedor comparado con la

Vincristina

Se demostr6 la actividad apoptética de los compuestos cabeza de serie de los
derivados de azetidin-2-ona, por medio del ensayo de caspasa-3. Siendo utilizado

como control y referencia la podofilotoxina.

Ademas se logrdé demostrar a través de un anélisis de la expresién génica en un
microarreglo de DNA de ratdn, que el compuesto C-089 induce una expresion
génica asociada con las vias metabolicas para la muerte celular por apoptosis y la

remodelacion del citoesqueleto.

Los ligandos correspondientes a los derivados de azetidin-2-ona estudiados, tienen
una potencial afinidad con el sitio de union de la colchicina a la B-Tubulina, que

involucra los aminoacidos Cys 239, Lys 252, Val 316, Lys 350, Leu 246 y Ala 248.

La vincristina no presenta una afinidad por el sitio de union de la colchicina a la -

Tubulina.
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Los ligandos correspondientes a los derivados de azetidin-2-ona estudiados no

presentan afinidad al sitio de union de la vincristina a la B-Tubulina.

El compuesto C-089 tiene una posible mayor afinidad que la colchicina al sitio de
union de la B-Tubulina. Presentando mayor interaccion con los residuos de
aminoacidos Cys 239, Lys 252, Val 316, Lys 350, Leu 246 y Ala 248 de la B-

Tubulina.
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6.2.- PERSPECTIVAS

» De acuerdo a los antecedentes de Carr y colaboradores, seria interesante hidroxilar
en posicion meta los 4-fenoxi para evaluar si mejoran la efectividad sin perder la

especificidad.

» Los resultados del analisis de expresion génica podrian corroborarse con estudios de

reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

» El siguiente paso seria realizar las pruebas del compuesto C-089 y algunos otros
derivados prometedores en modelos in vivo, evaluando si realmente conservan la

especificidad mostrada in vitro.
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