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Resumen

En las ultimas décadas el cancer se ha convertido en un grave problema de salud
publica, debido a que es una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
por lo que la deteccion, tratamiento e investigacion cobran relevancia en el marco
actual. Hoy en dia existen diversos tipos de tratamiento, dentro de los cuales se
encuentra la cirugia, quimioterapia, radioterapia, terapia combinada y con laser;

siendo la quimioterapia el recurso mayormente empleado.

Uno de los grandes retos que se presentan en la clinica con el uso de farmacos
antimitéticos, son los efectos adversos derivados de su uso, como son
cardiotoxicidad, depresion del sistema inmune y en muchos casos disminucion o
pérdida de eficacia de la quimioterapia derivado de la quimioresistencia a multiples
farmacos, los cuales hacen que en muchos casos los riesgos de su empleo superen
a los potenciales beneficios. Es por ello que existe una necesidad constante del
desarrollo de nuevas moléculas que puedan ofrecer mejores condiciones

terapéuticas a los ya disponibles.

En el presente trabajo se pretende estudiar cinco nuevas moléculas derivadas de
2,3-difenil-2H-indazol mediante estudios de acoplamiento molecular para
determinar su afinidad sobre la interfaz o/p-tubulina, con ayuda de los softwares
AutoDock 4.2, AutoDock Vinay GOLD. Las moléculas planteadas se sintetizaron de
manera exitosa, las cuales fueron caracterizadas mediante resonancia magnética

nuclear de H.

Finalmente los compuestos fueron evaluados sobre dos lineas celulares (HelLa y
SK-LU-1) para determinar su actividad anti proliferativa mediante el ensayo de
sulforrodamida B. Dos de las cinco moléculas mostraron resultados prometedores,
a las cuales se les determind sus correspondientes concentraciones inhibitorias 50,

siendo la molécula AMC2 la mas destacable.
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1. INTRODUCCION

El cancer representa un grave problema de salud publica a nivel mundial, debido a
que se estima que en el afio 2020 se originaron 19.3 millones de nuevos casos de
cancer', siendo el de mama, pulmén y préstata los mas cominmente
diagnosticados’-2, lo que implica un impacto negativo en la esperanza y calidad de
vida en todos los paises del mundo. Actualmente existen muchos tipos de
tratamiento contra el cancer, muchos de ellos aun bajo estudio experimental; sin
embargo, los tratamientos ampliamente utilizados son la cirugia, quimioterapia,
radioterapia, terapia combinada y terapia con laser 3. Hoy en dia, a pesar de estos
avances, la opcion prometedora es la quimioterapia; no obstante, muchos
pacientes experimentan diversos efectos adversos, dentro de los que se
encuentran fatiga, nauseas, pérdida de apetito y el fracaso al tratamiento
relacionado a la resistencia a estos medicamentos, ademas de presentar un limite

terapéutico estrecho 4.

En este sentido, la investigacién de moléculas que tengan la funcion principal de
combatir las células cancerosas, evitando su propagacion, ha sido de gran
importancia en los ultimos afios °. Un gran niumero de compuestos heterociclicos
que contienen nitrégeno como el indazol son farmacolégicamente importantes ya
que estan ampliamente presentes en farmacos con actividad antineoplasica como
pazopanib, axitinib y niraparib®; sin embargo, existen otras moléculas que contintian
progresando en ensayos clinicos controlados. Se ha descrito que algunos de estos
compuestos actuan como inhibidores de tirosina cinasa, inhibidores de
serina/treonina cinasas, inhibidores de factores transcripcionales como HIF-1, entre

otros blancos 6.

En ese marco, los microtubulos conformados por o y B tubulina son uno de los
blancos terapéuticos mas importantes y estudiados ya que diversos farmacos de
uso clinico, incluidos el paclitaxel y los alcaloides de la vinca actuan bloqueando la

multiplicacion celular al impedir la mitosis, por lo que continuar su estudio brinda



una oportunidad para el disefo racional de farmacos destinado a generar
compuestos que se dirijan a la tubulina de formas terapéuticamente mas eficaces

en comparacion con los farmacos actualmente disponibles ”.

En el presente trabajo se disefiaron y sintetizaron cinco nuevos compuestos
derivados de indazol, como parte de nuestro esfuerzo en la modificacién estructural
de este tipo de moléculas para la busqueda de agentes citotdoxicos con potencial
como agentes anticancerosos. Las moléculas fueron evaluadas en estudios in silico
empleando métodos computacionales contra tubulina como diana terapéutica.
Finalmente se caracterizaron estructuralmente y se evaludé su correspondiente

actividad citotoxica.

2. MARCO TEORICO

2.1 Cancer

El cancer hace referencia a un grupo de enfermedades en la cual las células se
encuentran en un estado anormal debido a que presentan un crecimiento
incontrolado, el cual no posee propodsitos funcionales formandose un tumor, hecho
que representa un grave peligro ya que tiene el potencial de diseminarse a células
u organos adyacentes 8 El cancer a diferencia de muchas enfermedades
transmisibles como lo son parasitos y enfermedades ambientales, no es generado
por algun agente externo a nuestro cuerpo ya que el agente causal del estadio de

la enfermedad son las propias células °.
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Figura1. Esquema del crecimiento incontrolado de células °.



Actualmente el cancer es un grave problema de salud publica debido a que se
estima que hubo alrededor de 19,3 millones de casos nuevos y cerca de 10 millones
de decesos en 2020 asociados a esta enfermedad. Tomando en cuenta lo anterior,
es importante destacar que es una de las principales causas de muerte, dado que
la Organizacién Mundial de la Salud estima que es la primera o segunda causa de
muerte antes de la edad de 70 afios en 112 de 183 paises y ocupa el tercer o cuarto

lugar en otros 23 paises .

°
°

Ranking of cancer
Premature mortality (0-69)

18t (57)
2nd (55)
3rd - 4th (23) -
5th-9th (48)
[ Nodata [ Not applicable

Figura 2. Ranking nacional de cancer como causa de muerte en edades <70

anos en 2020.

En México, al igual que en el resto del mundo, el cancer es uno de los mayores
desafios en salud publica, debido a diversas problematicas como lo son la falta de
capacidad de intervencion del primer nivel de atencion, lo cual repercute en un
diagnéstico tardio, la falta de medicamentos para la atencidén a los pacientes y la
falta de coordinacion del sistema de salud, lo cual se considera una barrera para
incrementar la expectativa de vida en la poblacién .

En este sentido, es importante mencionar que en México la tasa de defunciones
por esta causa aumenté de forma constante, al pasar de 6.09 defunciones por cada
10 mil personas en 2010 a 7.06 en 2021, los cuales son datos alarmantes debido

a que se observa un incremento en dicha tendencia 2.
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Figura 3. Tasa de defunciones por tumores malignos por afio de registro en

Mexico.

Por otro lado, en la Figura 4 se presentan los principales tipos de cancer que
afectaron a la poblacién mexicana en 2022, para ambos sexos y todas las edades,
siendo el de mama el de mayor numero de casos, seguido de prostata, colorrectal,

tiroides y cérvico-uterino 3.

Breast
31043 (15.0%)

Prostate
26 565 (12.8%)

Others
102 208 (49.3%)

Colorectum
16082 (7.8%)

Thyroid
11392 (5.5%)

Cervix uteri

1088 RaeH
9516 (4.6%)
Total : 207 154

Figura 4. Numero de casos nuevos en México en el 2022, ambos sexos, todas
las edades.
2.2 Tratamiento del cancer
Tomando en cuenta los datos preocupantes sobre el incremento dinamico en la
tasa de defunciones asociados al cancer, la investigacion en la busqueda de

nuevos agentes quimioterapéuticos es de gran importancia. Las causas del



desarrollo de un tumor maligno pueden deberse a diversos factores como
trastornos genéticos, habitos alimenticios poco saludables, exposicién prolongada
a radiaciones y/o ingesta de sustancias toxicas, asi como a procesos inflamatorios

cronicos 8.

En este sentido es importante mencionar que el propdsito fundamental para
cualquier plan de tratamiento contra el cancer es la rescision completa de los tejidos
cancerosos sin provocar dafos a los tejidos adyacentes, es por ello que los
tratamientos actualmente disponibles dependeran segun el tipo de cancery en que
estadio se encuentre; sin embargo las opciones de tratamiento pueden incluir
cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal y terapia dirigida &; aunque en
muchos casos es recomendable llevar a cabo un plan de tratamiento en la cual se
puedan integrar una combinacién de los métodos anteriormente descritos para

mejorar el prondstico y obtener la maxima eficacia del tratamiento.

El tratamiento con quimioterapia se lleva a cabo por medio del uso de uno o varios
farmacos, los cuales tienen el objetivo de interferir con el crecimiento de las células
tumorales, quienes son administrados en cantidades determinadas durante
periodos de tiempo preestablecidos. La mayoria de los medicamentos
quimioterapéuticos desempenan su funcion interfiriendo con la divisién celular u
obstaculizando la sintesis de ADN. Segun su mecanismo de accidén se pueden
clasificar en agentes alquilantes, antimetabolitos, antraciclinas, inhibidores de la

topoisomerasa y alcaloides vegetales 4.

No obstante, a pesar de contar con las formas tradicionales y diversas opciones
innovadoras, la heterogeneidad intratumoral de las células cancerosas es la
principal barrera del objetivo de encontrar tratamientos seguros y eficaces'®, ya que
con los tratamientos tradicionales, especialmente hablando los medicamentos
quimioterapéuticos, con frecuencia también tienen impacto en las células sanas, lo
que ocasiona efectos secundarios indeseables como nauseas, dolor,

cardiotoxicidad, depresiéon del sistema inmune e inclusive que las células



cancerosas que no son suprimidas adquieran resistencia al tratamiento’'6 y en
ultima instancia resulten en un cancer mas agresivo afectando negativamente en
la calidad de vida de los pacientes. Es por ello que es de suma importancia la

busqueda constante de terapias mas eficaces y tolerables.

Un mecanismo de accion importante en el desarrollo de agentes anticancerosos es
la alteracion de la dinamica de los microtubulos, debido a que modifican la
proliferacion, la sefalizacion y la migracion celular, por lo que son objeto de estudio

como nuevos agentes terapéuticos 1.

2.3 Indazoles

Los indazoles es uno de los grupos mas importantes de compuestos heterociclicos
que contienen nitrégeno. Su estructura consta de un anillo biciclico conformado por
un anillo de pirazol y un anillo de benceno. Los indazoles comunmente contienen
tres formas tautoméricas: 1H-indazol, 2H-indazol y 3H-indazol (Figura 5). Es
importante mencionar que la identidad del tautomero influye en las propiedades
biologicas, siendo el 1H-indazol y sus derivados los mas termodinamicamente
estables °.

Los derivados de indazol poseen una amplia variedad de actividades
farmacolégicas como propiedades antitumorales, antiinflamatorias, antiarritmicas,
antifungicas, antibacterianas y anti-VIH ¢; en consecuencia, es de gran relevancia
el disefio y sintesis de derivados de indazol debido a su amplia gama de
bioactividades descritas. Por lo que este trabajo de investigacion busca
proporcionar informacion util para el disefio racional de derivados indazélicos como

candidatos antitumorales mas potentes.

HH
Oy — Cow — CL
N N N
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1H-indazol 2H-indazol 3H-indazol

Figura 5. Formas tautoméricas del indazol.



2.4 Diseino de farmacos asistido por computadora

El descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos es un proceso largo,
complicado y costoso, debido a que se estima que se requiere alrededor de 12
anos y 2.7 millones de ddlares para contar con un nuevo medicamento a traves del
método convencional '8. Actualmente con la innovacion tecnoldgica han emergido
herramientas utiles como lo son los enfoques computacionales, los cuales permiten
guiar e interpretar experimentos para acelerar el proceso de disefio y desarrollo de

farmacos.

El Disefio de Farmacos Asistido por Computadora (DiFaC) es una herramienta
poderosa en el desarrollo de nuevas moléculas con aplicacion terapéutica, debido
a que es una alternativa menos costosa y mas eficiente para llevar a cabo estudios
de deteccion virtual de moléculas potencialmente activas, ya que permite
seleccionar compuestos con mejores perfiles de actividad *°.

El DiFaC es considerada una estrategia multidisciplinaria debido a que se precisa
la colaboracidn de diversos campos incluidos quimica, quimica computacional,
biologia, investigacion clinica, entre otros '°. El uso de esta herramienta tiene
diversas aplicaciones, dentro de las mas destacables se encuentran 2°:

1) Identificacion de compuestos activos en bases de datos moleculares

2) Localizacion de blancos moleculares para compuestos activos

3) Optimizacién de la actividad biolégica de compuestos activos

4) Reposicionamiento de farmacos (usos terapéuticos alternos a farmacos

aprobados)

El DiFaC generalmente se divide en dos estrategias: |. Disefio de farmacos basado
en ligandos, la cual se emplea cuando se conoce la estructura quimica con
actividad bioldgica pero no se conoce la estructura relacionada con el sitio objetivo.
Esta estrategia se centra en ligandos conocidos para establecer una relacion entre
sus propiedades fisicoquimicas y actividades biolégicas reportadas, conocida como
relacion estructura actividad (SAR), informacion que puede emplearse para
optimizar compuestos conocidos o guiar el disefio de nuevos farmacos y Il. Disefio

de farmacos basado en estructura, la cual se utiliza para analizar informacion



estructural tridimensional del objetivo macromolecular, tipicamente de proteinas o
ADN, para identificar sitios clave e interacciones que son importantes para sus
respectivas funciones bioldgicas 2'. Es en este contexto donde el acoplamiento
molecular se encuentra entre uno de los métodos in silico basados en estructuras
mas ampliamente utilizados y exitosos, el cual desempefa un papel fundamental

en el desarrollo de nuevas moléculas lideres.

2.5 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es un método in silico en la cual se llevan a cabo
simulaciones computacionales, de manera que nos brindan una prediccion de las
interacciones que acontecen entre moléculas y blancos bioldgicos ?2. Este proceso
se lleva a cabo, en una primera etapa, prediciendo la orientacién molecular de un
ligando dentro de un receptor mediante la exploracion del espacio conformacional.
Como resultado se obtienen varios modos de union potenciales y posteriormente
se evalua su complementariedad mediante el uso de una funcién de puntuacion,
que nos brinda informacion de la conformacion de union mas probable y sus
interacciones intermoleculares correspondientes 23. Los programas de
acoplamiento molecular desarrollan este proceso mediante un proceso ciclico, en
el que la conformacién del ligando se evalua mediante funciones de puntuacién

especificas de forma periddica hasta converger en una solucién de minima energia
22,23

Acoplamiento
Molecular

Blanco Ligando

4+ o =)

Figura 6. Elementos en el acoplamiento molecular (propia creacion).

Dado el potencial que posee esta herramienta, se ha utilizado para diversos

objetivos, los cuales incluyen la realizacion de campafas de deteccion virtual para



identificacion de compuestos que modulan blancos relacionados a determinadas
enfermedades y con ello su posible optimizacién (cribado virtual); la prediccion de
blancos terapéuticos para compuestos que presentan una buena
complementariedad ligando-receptor (identificacion de blancos); prediccién de
blancos potencialmente responsables de reacciones adversas inesperadas a
medicamentos (prediccion a RAM); identificacién y optimizacion de compuestos
que modulan simultdneamente a un grupo de dianas (polifarmacologia);
identificacion de usos novedosos para compuestos con perfiles de seguridad ya
establecidos que se encuentran ya en el mercado (reposicionamiento de farmacos);
identificacion de los determinantes estructurales o quimiotipos necesarios para la
asociacion efectiva necesaria entre el ligando y el receptor (optimizaciéon unién

ligando-receptor) 23.
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Figura 7. Principales aplicaciones del acoplamiento molecular (propia creacion).

2.6 Tubulina como diana terapéutica
La tubulina hace referencia a una familia de proteinas globulares formada por las
tubulinas o, y v, las cuales se relacionan debido a su semejanza entre sus cadenas

de aminoacidos. En este sentido la familia del heterodimero af-tubulina son



cadenas homdlogas, pero no idénticas con aproximadamente 450 aminoacidos, las
cuales poseen una masa molar aproximada de 50 kDa y un diametro de 45 nm,
siendo esta parte fundamental de la construccion esencial del citoesqueleto
microtubular. Por otra parte, la tubulina y es componente fundamental del

centrosoma 24.

La tubulina presente en organismos eucariontes se ensambla en forma de
filamentos conocidos como microtubulos. Estos se forman mediante la
polimerizacién de los heterodimeros de af-tubulina, los cuales al ser apilados
formaran estructuras conocidas como protofilamentos. Finalmente estas
estructuras se juntan para formar tubos huecos, rigidos y no ramificados con un

diametro aproximado de 25 nm 25,

Microtubule
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End e

Figura 8. Estructura de los microtubulos(25).

Un microtubulo suele estar compuesto por 13 protofilamentos de tubulina alineados
conjuntamente, de esta manera los protofilamentos se ensamblan de forma que la
tubulina B de un dimero contacta con la tubulina o del dimero siguiente. Debido a
la organizacion de los microtubulos se consideran que son estructuras polares; es
decir en el extremo donde se localiza la tubulina o corresponde al apartado negativo
(-) y en contraparte el extremo con la tubulina B al positivo (+), ademas de ser

dinamicos, es decir, polimerizan (crecen) y se despolimerizan (decrecen). Estas
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propiedades proporcionan a los extremos (+) y (-) caracteristicas estructurales y de
ensamblaje unicas y orienta la forma del transporte asociado a los microtubulos
24,26_

Las moléculas dirigidas a los microtubulos son de gran relevancia para el desarrollo
de agentes quimioterapéuticos, debido a que estas estructuras desempefian
funciones importantes como lo son la migracion celular, la funcion y estabilidad

axonal, la mitosis, el estrés mecanico, la polaridad celular y el transporte intracelular
26

2.7 Dinamica de los microtubulos

Los microtubulos son estructuras altamente dinamicas ya que pueden turnar entre
fases de polimerizacion (incorporacion de nuevos dimeros de tubulina) vy
despolimerizacion (remocion de dimeros de tubulina) lo cual se da de forma

espontanea. Este proceso es conocido como inestabilidad dinamica 27.

La inestabilidad dinamica implica tres fases temporales de polimerizacion para cada
extremo de los microtubulos:1) sin crecimiento en un centro de nucleacién; 2)
alargamiento, generalmente a velocidad constante; 3) acortamiento rapido a una

velocidad de 1 a 2 érdenes de magnitud mas rapida que el alargamiento 8.

El proceso de polimerizacion ocurre cuando en el extremo (+) un dimero de of-
tubulina que se encuentra libre en el citosol se une a una molécula de trifosfato de
guanosina (GTP) anadiendo nuevos dimeros, lo que hace que el microtubulo
crezca en longitud, asumiendo una conformacién recta y formando el denominado
“casquete” de GTPs; posteriormente las subunidades de tubulina hidrolizan su GTP
unido, generando una estructura menos estable y por consiguiente liberando el
fosfato hidrolizado (Pi), lo que da paso al proceso de despolimerizacién, en la cual
los dimeros de difosfato de guanosina (GDP) se liberan al citosol, reanudando una

conformacioén curva 27:28,
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La inestabilidad dinamica comprende el cambio continuo entre catastrofes (fase de
despolimerizacion o contraccién) y rescates (fase de polimerizacion o crecimiento)
de microtubulos individuales. ElI cambio entre crecimiento y contraccién esta
estrechamente regulado por el equilibrio de los factores estabilizadores y

desestabilizadores de los microtubulos (Figura 9) 2°.

Debido a que la inestabilidad dinamica es muy sensible a las condiciones en los
extremos de los microtubulos, estos se han convertido en un blanco terapéutico
para el desarrollo de agentes que puedan alterar significativamente el grado de
elongacion y estabilidad de los microtubulos, regulando de esta forma la estructura

del citoesqueleto y la divisién celular 2.

Polymerization Phase 8

CATASTROPHE RESCUE

Depolymerization Phase

8 GTP-Tubulin 8 GDP-Tubulin

Figura 9. Inestabilidad dinamica de los microtubulos. La inestabilidad dinamica se
caracteriza por la coexistencia de microtubulos polimerizantes y

despolimerizantes?8.

2.8 Agentes de unién a microtubulos

Hasta el dia de hoy, en los humanos se han identificado diversas isoformas tanto
para la tubulina o como para la  (algunos ejemplos de ellas son TUBA1A, TUBA1B,
TUBA1C, TUBA3C, TUBA3D, TUBA3E, TUBA4A, TUBAS8), las cuales se clasifican
con base a sus diferentes secuencias C-terminales. Las secuencias de aminoacidos

de las isoformas estan fuertemente conservadas y difieren predominantemente
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dentro de los 15 a 20 residuos C-terminales. Las isoformas de tubulina pueden sufrir
una amplia variedad de modificaciones postraduccionales como acetilacion,

destirosinacion, poliglutamilacion, poliglicilacion, fosforilacion y palmitoilacion30:31,

Estas isoformas pueden afectar las propiedades dinamicas de los microtubulos,
tanto directamente, como a través de la modulacién de las proteinas asociadas a
los microtubulos, los cuales estan codificados por diferentes genes y es importante

conocerlos debido a que muestran una expresion especifica de tejido y célula 3'.

Actualmente se conocen diversas sustancias quimicas obtenidas a partir de fuentes
naturales como esponjas marinas, bacterias y plantas o mediante derivados
sintéticos que se unen a la tubulina e interrumpen su dinamica; estas moléculas
son conocidas como agentes dirigidos a microtubulos (Microtubule-targeting agents
“‘MAT’s”), las cuales suprimen principalmente la dinamica de los microtubulos sin
afectar significativamente la masa del polimero de los microtubulos. Debido a la
importancia mencionada anteriormente de los microtubulos en las células, los
compuestos que se unen a ella, han sido una de las clases de farmacos mas

relevantes para el tratamiento contra el cancer 3233,

Los compuestos dirigidos a los microtubulos se pueden clasificar en dos grupos
principales segun su mecanismo de accion. El primero de ellos son los agentes
desestabilizadores de los microtubulos (Tubulin Destabilizing Agents “TDA’s”), los
cuales promueven la despolimerizacidén y previenen la polimerizacién de la tubulina
al inhibir la formaciéon de contactos de tubulina nativa o dificultando el cambio
conformacional de curva a recta del heterodimero de tubulina que acompana a la
formacion de microtubulos; los cuales incluyen los alcaloides de la vinca
(vinblastina, vincristina y vinorelbina), maitansina, pironetina, colchicina y analogos.
El segundo grupo son los agentes estabilizadores de microtubulos (Tubulin
Stabilizing Agents “TSA’s”) quienes promueven la polimerizacion de la tubulina y
estabilizan el polimero, previniendo de esta manera la despolimerizacion. Esto lo
logran al favorecer el ensamblaje de tubulina o estabilizan los microtubulos

mejorando los contactos longitudinales, consolidando las conexiones laterales entre
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protofilamentos. Algunos ejemplos incluyen los taxanos (paclitaxel y docetaxel), las

epotilonas y la laulimalida/pelorusida 17:33.34,

Si bien la mayoria de los MAT s inhiben la proliferacion de células cancerosas, lo
hacen sin inducir una estabilizacion o despolimerizacidn extensa sobre la red de los
microtubulos. El mecanismo exacto de estos compuestos no se comprende
completamente; sin embargo la evidencia indirecta sugiere que puede depender
principalmente de la interferencia con la dinamica del huso dentro de la célula, por
lo que las células afectadas sufren una detencion mitética ya que no logran pasar
los puntos de control mitéticos y se detienen en la fase G2/M del ciclo celular 3'. En
las células en division, los microtubulos que constituyen el huso mitético son muy
dinamicos y muy susceptibles a inhibidores terapéuticos; es por ello que los
compuestos que alteran dicha funcién han sido objetivos importantes contra el

cancer.

Gracias a los avances en biologia estructural se ha podido caracterizar e identificar
de forma detallada seis sitios de unién de ligandos en la tubulina. Los agentes
estabilizadores de microtubulos (TSA’s) se dirigen a dos sitios, mientras que los
agentes desestabilizadores de microtibulos (TDA's) a cuatro (Ver Tabla1) 32. Asi
mismo se ha investigado con gran detalle los mecanismos moleculares de una gran

gama de MAT's, los cuales se presentan a continuacion:

Tabla1. Sitios de unién a tubulina

TSA's TDA's
Taxanos Colchicina
Lamulida/Pelorusida Vinca
Maytansina
Pironetina

Agentes de unién al dominio de Taxano: El primer exponente de este dominio fue

paclitaxel, cuya estructura se resolvié en 1998 basandose en datos de cristalografia
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electronica. Todos los ligandos de este sitio se unen a una cavidad de la p-tubulina
ubicada en el lado luminal de los microtibulos los cuales establecen contactos tanto

hidrofébicos como polares.

Agentes de union al dominio de Laulimalida/Pelorusida: Laulimalida y pelorusida A

son potentes TSA aisladas de las esponjas marinas Mycale hentscheli y
Cacospongia mycofijiensis, respectivamente. Su sitio de unién se encuentra en la
B-tubulina; sin embargo, a diferencia del sitio del taxano, su espacio se localiza
cerca de la interfaz lateral entre los protofilamentos en la superficie exterior del

microtubulo. Este sitio esta formado por residuos hidréfobos y polares.

Agentes de unién al dominio de Colchicina: Los ligandos del sitio de colchicina son

probablemente la clase de TDA mas estudiada ya que son compuestos principales
de los agentes disruptores vasculares, compuestos que producen una rapida
interrupcion del flujo sanguineo tumoral '7. El sitio de colchicina es una cavidad
profunda en su mayor parte enterrada en el dominio intermedio de la B-tubulina, que
se encuentra cerca de la interfaz intradimero entre las subunidades de ap-tubulina.
En el estado unido, todos los elementos estructurales secundarios centrales del sitio
de colchicina interactuan con el ligando a través de contactos principalmente
hidréfobos y muy poco polares. La union de un ligando al sitio de colchicina inhibe
la formacion de microtubulos principalmente al prevenir el cambio conformacional

de curva a recta en la tubulina 32.

Agentes de unidn al dominio de Vinca: Los alcaloides de la vinca, originalmente

aisladas de la planta Catharanthus roseus, es la mas antiguamente conocida y
hasta el dia de hoy la familia mas diversificada de agentes dirigidos a microtubulos.
Los ligandos que se dirigen al sitio vinca se unen en la interfaz entre dimeros de
tubulina alineados longitudinalmente. El sitio de la vinca consta de una zona central,
que se ha definido en funcién de las interacciones establecidas por los alcaloides
de la vinca, y una cavidad que se extiende hacia el sitio del nucleé6tido de guanosina

intercambiable en la B-tubulina. La desestabilizacion de los microtubulos mediante
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ligandos del sitio vinca se logra introduciendo una "cuia" molecular en la punta de
los microtubulos, que evita la transicion curvada a recta de la tubulina necesaria
para la incorporacién adecuada a los microtubulos, o secuestrando los dimeros de
tubulina en oligdbmeros en forma de anillos que son incompatibles con la estructura

de protofilamentos rectos en los microtubulos.

Agentes de unidén al dominio de Maitansina: El sitio de maitansina es distinto del

sitio de vinca y esta ubicado en una cavidad expuesta de la $-tubulina. Se encuentra
adyacente al nucledtido de guanosina y esta formado por residuos hidréfobos y
polares. Los ligandos del sitio de maitansina bloquean directamente la formacién de
contactos longitudinales de tubulina en los microtubulos, ya sea inhibiendo la adicién
de mas dimeros de tubulina a los extremos positivos de los microtubulos en
crecimiento o formando complejos de tubulina-ligando incompetentes para el

ensamblaje en altas concentraciones de ligando.

Agentes de unién al dominio de Pironetina: La pironetina es el unico producto natural

caracterizado cristalograficamente por unirse unicamente a la a-tubulina. Este
policétido se aislo simultaneamente del caldo de fermentacion y la pasta celular de
las cepas de bacterias Streptomyces prunicolory Streptomyces sp. La pironetina se
une covalentemente a la a-tubulina mediante un mecanismo de ajuste inducido.
Esto podria promover el desmontaje de los microtubulos ya que la interfaz entre las

subunidades de tubulina a y B se altera, impidiendo el ensamblaje longitudinal.
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Figura 10. Representacion de los sitios de union de moléculas dirigidas al
heterodimero de ap-tubulina. La a-tubulina se presenta en gris oscuro y la B-
tubulina en gris claro, ambas se exhiben en una representacion de superficie
semitransparentes con ligandos wunidos. Las estructuras de ligandos
representativos de cada sitio se superpusieron a sus respectivos sitios de unién.
Para resaltar los distintos sitios de unién, todos los ligandos se muestran en
representacion esférica y estan coloreados en verde (sitio taxano), azul (sitio
laulimalida/pelorusida), magenta (sitio colchicina), rojo (sitio vinca), naranja (sitio

maytansina), amarillo (sitio de pironetina) 2.

3. ANTECEDENTES

En el laboratorio de sintesis y aislamiento de sustancias bioactivas de la UAM
Xochimilco se realiz6 un trabajo sobre el disefio y la sintesis de compuestos
hibridos entre el compuesto con efecto citotoxico 2,3-difenil-2H-indazol (DBEC04)
y el inhibidor de la polimerizacion de tubulina combretastatina A4 (CA-4). El objetivo
de la sintesis de estos hibridos fue incrementar el efecto citotéxico, reemplazando
el puente de etileno en CA-4 por un nucleo heterociclico de indazol, y asi obtener
una estructura mas rigida y estable, ya que la isomerizacion del cis-estilbeno en
CA-4 al ftrans-estilbeno provoca una disminucion significativa de la actividad

antiproliferativa (Figura 11).
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Figura 11. Disefio de los hibridos reportados por nuestro grupo de trabajo.

Los derivados de indazol de este estudio, mostraron una fuerte actividad citotoxica
contra una linea celular de cancer cérvicouterino, HelLa, incluso mejor que el
farmaco de referencia, cisplatino, a través de la inhibicion de la polimerizacion de

los microtubulos 3°.

Tabla 2. Actividad citotdxica (Clso [uM] = DE) para los compuestos JPINAPP09,
JPINAPP18 y los compuestos de referencia DBECO04, cisplatino e imatinib

Compuesto Hela SK-LU-1 K562
DBECO04 125.8+14.8" 96.43+8.65 >120
JPINAPP09 0.16+0.01 6.63+0.52 1.68 +0.27
JPINAPP18 38.6+7.51 25.2119.06 18.59+1.56
Cisplatino 185+3.0 12.0£2.5 -

Imatinib - - 2.3710.12

Sobre el compuesto JPINAPP09 se realizaron ensayos in vitro de inhibicion
polimerizacién de tubulina, y sobre cuantificacion la fraccion de tubulina
polimerizada y despolimerizada, lo que proporciono elementos para establecer que
este compuesto actia como agente despolimerizador de la tubulina. No obstante,
otros mecanismos adicionales podrian estan implicados en el efecto citotdxico
observado. Por otra parte, estudios de citometria de flujo mostraron que

JPINAPPO09 induce muerte celular por apoptosis sobre la linea celular HelLa.
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En estudios de acoplamiento molecular se observd que existe la posibilidad de
incluir grupos funcionales sobre la molécula JPINAPP09 en las posiciones 5y 6
para aprovechar y ocupar una cavidad muy cercana en este sitio de union de la

colchicina (Figura 12) y asi se podria mejorar la afinidad por la B-tubulina 36.

Figura 12. Imagen tridimensional del sitio de union a colchicina acoplado con el
compuesto hibrido JPINAPP09. En color rojo se resalta la cavidad que puede

ocuparse al incorporar grupos en las posiciones 5 y 6 del nucleo de indazol®.

4. PLANTEAMENTO DEL PROBLEMA

Tomando en cuenta que el cancer tiene un impacto negativo en diversas areas
como lo son los pacientes al disminuir su esperanza y calidad de vida, asi como un
componente econdmico debido a la falta de productividad ausente y los costos por
el tratamiento de los mismos, es considerado un grave problema de salud publica
. En este sentido en los ultimos afios se han empleado en la clinica diversos
compuestos con actividad antineoplasica con resultados positivos; sin embargo aun
presentan muchas deficiencias ya que muestran efectos adversos indeseables en
los pacientes durante el tratamiento. Por lo tanto, existe una necesidad critica de
desarrollar quimioterapias novedosas y mas seguras, que puedan escapar de los

mecanismos de resistencia adquiridos y minimizar la toxicidad fuera del objetivo.

Debido al éxito de los agentes dirigidos al heterodimero a/B-tubulina, es una diana
terapéutica alternativa atractiva, ya que podrian mejorar la especificidad tumoral y
la insensibilidad a los mecanismos de quimiorresistencia, por lo cual se podria

mejorar la focalizacion, la seleccion y la adaptacién de la terapia. En la busqueda
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de optimizacién de los tratamientos disponibles, se plantean una serie de derivados

indazolicos para su evaluacion como posibles agentes antimitoticos.

5. HIPOTESIS

Dado que los indazoles JPINAPP09 y JPINAPP18 tienen propiedades citotdxicas

en diferentes modelos, al afiadir sustituyentes en las posiciones 5 y 6 del nucleo

del inzadol mejorara la afinidad en estudios in silico y también mejorara la actividad

citotoxica in vitro.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Disefar, sintetizar, caracterizar y evaluar diferentes derivados de indazol como

agentes citotoxicos en diferentes lineas celulares de cancer.

6.2 Objetivos particulares

Estudiar la afinidad de los derivados de indazol propuestos sobre la interfaz
a/B-tubulina por medio de programas de acoplamiento molecular.

Realizar la prediccidon de propiedades fisicoquimicas de interés farmacéutico
sobre los compuestos planteados.

Sintetizar 5 derivados indazdlicos, disefiados a partir de 2,3-difenil-2H-
indazol.

Caracterizar las estructuras de los compuestos mediante técnicas
espectroscopicas.

Evaluar la actividad citotoxica de los compuestos obtenidos sobre las lineas

celulares de cancer: HelLa (cérvicouterino) y SK-LU-1 (pulmon).

7. METODOLOGIA

7.1 Diseio de derivados indazélicos

Los compuestos disefiados para el presente trabajo se muestran en la Figura 13.

En los compuestos propuestos se agrego el grupo 1,3-Dioxolano en las posiciones

5y 6 del nucleo indazdlico para ocupar la cavidad cercana al sitio de unién de la
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colchicina. Se conservo el patron de sustitucion de los anillos aromaticos de los
hibridos JPINAPP09 y JPINAPP18 (compuestos AMCII y AMCIIl). Ademas, se
repitid el anillo aromatico disustituido con el sustituyente -OCHzs en posicion para'y
el sustituyente -OH en posicion meta en los lugares 2 y 3 del indazol (compuesto
AMCYV) y la conservacion de este solo en el lugar 2 (compuesto AMCIV).
Finalmente se planteé una molécula (compuesto AMCI) sin sustituyentes en los
anillos aromaticos, con el objetivo de analizar la importancia de los farmacoforos

de los hibridos estudiados.
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Figura 13. Estructura de los hibridos JPINAPP09, JPINAPP18 y los compuestos
indazolicos propuestos AMCI-V. En color rojo se aprecia el grupo 1,3-dioxolano,

en rosa y azul se presentan los grupos farmacoéforos de los compuestos hibridos.

7.2 Prediccion de las propiedades fisicoquimicas

Las estructuras de los ligandos en 2D se elaboraron con el programa ChemSketch
2019.2.0 y posteriormente se generaron los coédigos SMILES de las
correspondientes moléculas. Los codigos SMILES obtenidos se emplearon para la

determinacion de parametros fisicoquimicos y de descriptores de interés
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farmacéutico (PM, LogP, enlaces rotables, HD, HA, tPSA) con la ayuda de la
plataforma SwissADME 7.

7.3 Acoplamiento molecular dirigido

Preparacion de ligandos

Los ligandos fueron construidos desde cero mediante el programa ChemSketch y
fueron guardados en formato MDL molfile (*.mol). A continuacion, las estructuras
fueron protonadas o desprotonadas a pH fisiolégico y posteriormente fueron
optimizadas, empleando el campo de fuerza universal (UFF, Universal Force Field)
por medio del sowfware Avogadro v1.0.1 38; las estructuras obtenidas se guardaron
en formato PDB para su posterior uso. Asimismo, se empleo el software AutoDock

Tools v1.5.6 3° como interfaz grafica para generar los archivos (*. pdbqt).

Preparacion de la proteina

La estructura cristalografica del blanco de interés (complejo tubulina-
combretastatina A-4) se obtuvo de la base de datos Protein Data Bank “° con codigo
PDB: 5LYJ en formato PDB. Se seleccionaron las cadenas o y 3 de la estructura
proteica, debido a que contienen el sitio de unién de interés. La proteina fue
preparada con el programa UCSF Chimera v1.15 %! para la remocion de moléculas
de agua, cofactores, el ligando cocristalizado CA-4 y la adicion de atomos de
hidrogeno. Se realizé la minimizacion de la estructura con el campo de fuerza
AMBER ff14sb. Finalmente, se empled la interfaz grafica AutoDock Tools v1.5.6
para la asignacion de cargas parciales con el método de Gasteiger-Marsilli a todos

los atomos, generando un archivo en formato pdbqt.

Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular de las moléculas propuestas se realiz6 utilizando los
programas AutoDock 4.2 3°, AutoDock Vina 4> y GOLD *3. Se ejecuto el analisis
mediante los tres programas de las cinco moléculas propuestas para determinar
aquellos ligandos con mejor potencial de union para su posterior sintesis. Esta

evaluacion fue llevada a cabo por los softwares tomando en cuenta interacciones
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electrostaticas, geométricas, de Van der Waals, interacciones de Coulomb vy la

formacion de puentes de hidrégeno entre los ligandos y la proteina.

Para realizar la validaciéon del estudio, se llevo a cabo el docking de la estructura
co-cristalizada presente en la proteina (en este caso la CA-4), debido a que es un
compuesto con una conformacion y orientacién conocida dentro del sitio de union
de la colchicina en la proteina. Con esta informacion se determiné el RMSD (Root
Mean Squared Desviation) de la CA-4 construida y la co-cristalizada lo que permitié
comparar estas dos conformaciones y medir la calidad de la reproduccion de los
resultados obtenidos. Para tal efecto se consider6 una validacion apropiada si en
los programas se logré obtener poses con un RMSD menor a 2 A. Los resultados
obtenidos del acoplamiento molecular fueron analizados en el programa AutoDock
Tools v1.5.6 y PyMOL v2.4.0, mientras que los diagramas de interaccion en 2D se

generaron con el software Discovery Studio Visualizer v20.1.0.

1) Acoplamiento molecular con AutoDock 4.2
Utilizando la proteina preparada se acotd la caja de busqueda (Grid Box) utilizando
Autogrid, la cual se centr6 en el sitio de unién de CA-4 (coordenadas X= 17.85, Y=
65.75 y Z= 42.59) con una dimension de 40x40x40 A y espaciado de 0.375 A. Los
calculos se llevaron a cabo utilizando el algoritmo genético tipo Lamarckiano
empleando las condiciones estandar y con un numero de corridas de 100. Se
realizd el analisis de los resultados para cada uno de los grupos generados,

seleccionando las conformaciones de minima energia; es decir las de menor AG.

2) Acoplamiento molecular con AutoDock Vina
Los calculos de acoplamiento se realizaron acotando la caja de busqueda (Grid
Box) utilizando Autogrid, la cual se centro en el sitio de unién de CA-4 (coordenadas
X=17.85, Y=65.75y Z= 42.59) con una dimension de 40x40x40 A y espaciado de
0.375 A. Se utilizé un nimero de 500 evaluaciones como exhaustividad de calculo

y se seleccionaron solamente las conformaciones energéticamente favorables. Se
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realizd el analisis de los resultados para cada uno de los grupos generados,

seleccionando las conformaciones de minima energia; es decir las de menor AG.

3) Acoplamiento molecular con GOLD
Para el uso de este software se emplearon ChemPLP y GoldScore como funciones
de puntuacion, las cuales son adimensionales y van de una escala de 0 a 100. En
estas funciones mientras mayor sea el score, mayor sera la interaccion ligando-
proteina. El calculo se realiz6 acotando la caja de busqueda (Grid Box) en el centro
del sitio de union de CA-4 (coordenadas X= 17.85, Y= 65.75y Z= 42.59) con una
dimension de area de 10 A y 100 corridas como numero de evaluaciones.
Finalmente, al término de la evaluaciéon se seleccionaron las conformaciones con

mejor funcion de puntuacion y por tanto mayor afinidad por el sitio de interés.

7.4 Sintesis

Sintesis general para las moléculas AMCI-V

La ruta de sintesis general de los compuestos derivados planteados fue llevada a
cabo empleando en una primera etapa, la reaccién de Cadogan #* con una ligera
modificacion, la cual consta de la formacion de una imina, seguida de una ciclacion.
Posteriormente, se realiz6é una bromacion sobre la posicidén 3 del nucleo del indazol
y a continuacion se llevd a cabo una reaccidon de acoplamiento (Suzuki-Miyaura)
catalizada por paladio para dar los compuestos finales. Los procedimientos
generales para la preparacion de los productos se describen a continuacién
(Esquema 1):

n
m

O
<ﬁ—< Q0 Q —r @/\{} %v@i{}

1,4: R'=R’=R’=H 1b,4b: R'=R’=R*=H I: R'=R*=R*=R*=R°=R°=H
2: R*=R’=R*=0CH; 2b: R'=R’*=R*=0CH;, II: R*=R*=R*=0CH;, R“=H, R°=OCH;, R°*=OH
3,5: R'=0H, R*=0CH;, R*=H 3b,5b: R'=0H, R*=0CH;, R*=H 1lI: R'=OH, R’=0CHs, R*=H, R*=R*=R°=0CH;
IV: R'=R*=R’=H, R*=H, R°*=0CH,, R°*=OH
V: R*=OH, R’=0CH;, R*=R"=H, R°*=OCH;, R°=OH
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Esquema 1. Sintesis de intermediarios y productos finales I-V. Reactivos y
condiciones: (a) 1. Anilina o anilina sustituida, EtOH; 2. P(OEt)s, 150°C; (b) Brz,
AcOH:; (c) Acido fenilborénico apropiado o éster de pinacol del 4cido fenilborénico,
1-propanol, Pd(OAc)z, (CeHs)sP, Na2COs, H20.

7.5 Materiales y equipos

La sintesis y purificacion de los compuestos AMCI-V (Figura 13), asi como sus
intermediarios, se realizd en el laboratorio de sintesis y aislamiento de sustancias
bioactivas (N-015) del Departamento de Sistemas Bioldgicos de la Universidad

Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco.

Las materias primas empleadas fueron marca Sigma-Aldrich grado reactivo y los
disolventes organicos marca J.T. Baker y Quimica Rique grado analitico. Para la
sintesis de los compuestos, se empled un equipo de microondas Anton Parr
Monowave 300. EI monitoreo y avance de las reacciones se determinaron por
medio de cromatografia en capa fina (CCF) en placas de vidrio de gel silice 60 F254
de la marca Merck. La purificacion de los productos obtenidos se realizé mediante
cromatografia en columna utilizando como fase estacionaria gel silice 60 fase
normal, con un tamafio de poro de 0.063-0.2 mm. La determinacion del punto de
fusion de los compuestos se realizé en un equipo Fisher-Johns. Los productos se
caracterizaron mediante espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Protdn
(RMN 'H) en un espectrometro marca Varian de 600 MHz, utilizando

tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y CDCIls como disolvente.

Procedimiento para la obtencién de los intermediarios 1-5

En dos viales para microondas de 10 mL se agregaron 6-nitropiperonal
(5.124mmol) y la anilina con el patron de sustitucion deseado (5.124mmol) y se
sometieron a sonicacién por 2 horas para producir la base schiff correspondiente.
El producto se transfiri6 a un matraz bola para ser tratado con P(OEt)s
(15.372mmol) y se calento a reflujo a 150 °C por un lapso de 2 a 3 horas hasta

observar el consumo total de la materia prima por cromatografia en capa fina. El
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exceso de P(OEt)s fue oxidado con 20 mL de H202 al 5%. Posteriormente el
producto se extrajo con tres fracciones de 20 mL de AcOEt, las fases organicas se
juntaron y fueron lavadas con 10 mL de una solucién saturada de NaCl y se trataron
con Na2S04 anhidro. La fase organica se filtrd, se evaporé el disolvente en el
rotavapor y finalmente el producto fue purificado mediante cromatografia en

columna, utilizando como fase movil hexano/AcOEt en proporcidn 80:20.

Procedimiento para la obtencion de los intermediarios 1b—5b

En un matraz bola se colocé el derivado apropiado de 2,3-difenil-2H-
[1,3]dioxolo[4,5-flindazol 1-5 (1.827mmol) y se disolvié en 5 mL de CH3COOH.
Posteriormente la solucion formada fue tratada gota a gota con una solucién de Br2/
CH3COOH 1M (1.1 equivalentes de Brz2) durante un lapso de 3 horas en agitaciéon
constante. El producto se vertié en un vaso de precipitados con agua en hielo y se
agité. El precipitado resultante se filtré al vacio y se secé. El producto fue purificado
mediante cromatografia en columna abierta, utilizando como fase estacionaria gel
silice 60 fase normal y hexano/CHCI3/AcOEt como fase movil en proporcidén
50:35:15.

Procedimiento para la obtencién de los productos finales AMCI-V

En un vial de microondas de 10 mL se agrego el 3-bromoindazol adecuadamente
sustituido (compuestos 1b-5b, 0.4911 mmol), el acido o éster fenil borénico
sustituido (0.5402mmol), Pd(AcO)2 (0.0049 mmol), (CsHs)sP (0.0147 mmol),
Na2COs (0.9822 mmol), Agua (0.6 mL) y n-propanol (3 mL). La mezcla fue
calentada a 150 °C bajo radiacion en un reactor de microondas durante 20 minutos.
Una vez concluida la reaccion se vertio en 15 mL de agua y a continuacion se
realizd la extraccion del producto con AcOEt (15x3 mL). La fase organica se lavo
con solucion saturada de NaCl (15 mL), secada con Na2SO4 anhidro y finalmente
se evapor6 el disolvente al vacié en un rotavapor. El producto fue purificado por
cromatografia en columna empleando como fase mévil hexano/AcOEt 80:20 para
los compuestos AMCI y AMCIV, 90:10 para el compuesto AMCIl y 95:5 para los

compuestos AMCIIl y AMCV. Los solidos se recuperaron en un vial y se analizaron.
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7.6 Evaluacién de la actividad citotoxica

Los compuestos finales (AMCI-V) fueron evaluados en la Unidad de Investigacion
Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pediatria del
C.M.N SXXI, bajo la tutoria del Dr. Félix Ernestino Matadamas Martinez. Se realizo
la evaluacién citotoxica sobre dos lineas celulares de cancer humano: HelLa
(cérvico-uterino) y SK-LU-1 (pulmdn) mediante el ensayo de sulforodamida B. Se
emplearon placas de 96 pozos, en cada uno de ellos se cultivaron 3000 células
viables de las lineas anteriormente descritas. Las células se cultivaron durante 24
horas en medio de cultivo DMEM, suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS), en condiciones de cultivo estandar (37 °C, 95% de humedad y 5% de CO2).
Los productos a evaluar AMCI-V, fueron solubilizados en DMSO para obtener una

solucion stock a 10 mM y con ello preparar las diluciones seriadas.

Una vez observada una confluencia del 80%, las células se incubaron con los
compuestos a 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 y 0.78 uM por un lapso de 48
horas bajo las condiciones de cultivo estandar anteriormente descritas. Cada
ensayo se realiz6 por triplicado para determinar el calculo de la Clso. Asimismo, se
utilizé a la CA-4 como control positivo con concentraciones de 0.1, 0.05, 0.025,
0.0125, 0.0062, 0.0031, 0.0015y 0.0007 uM y como control negativo se emplearon

a las células sin tratamiento.

Al término del periodo de incubacion, las células fueron fijadas con 50 uL de una
solucién de acido tricloroacético (TCA) al 50% (v/v) durante 2 horas a una
temperatura de 4 °C. En seguida se deseché el sobrenadante y se realizaron 5
lavados con agua para posteriormente dejar secar las placas a temperatura
ambiente. Después las placas fueron tratadas con 100 uL de una solucién de

sulforodamida B al 0.08% durante 1 hora a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo, el exceso de sulforodamida B se retird y se procedié a

eliminar inespecificidades mediante lavados con una solucion de acido acético al
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1%, las placas se dejaron secar a temperatura ambiente. Finalmente, el colorante
unido al contenido celular se liber6 con un medio alcalino, afadiendo 100 uL de
una solucion Tris 10 mM con pH 10.5. Para realizar la medicién de la densidad
Optica, se empled un lector de microplacas ELx800 BioTek a una longitud de onda
de 490 nm. Con los resultados de absorbancias obtenidos se calculd el porcentaje
de inhibicién del crecimiento celular comparada con el control para determinar la
Clso mediante el software PROBIT. Asimismo, se tomaron imagenes de la
morfologia celular al microscopio invertido Carl Zeiss Axiovert 25 para examinar los

cambios morfolégicos provocados por el efecto de los compuestos AMCI-V.

8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Sintesis de nuevos derivados

Los compuestos AMCI-V fueron obtenidos de manera exitosa mediante la
metodologia descrita en el apartado 7.4. Al llevar a cabo las tres etapas de reaccién
se obtuvieron solidos de aspecto cristalino opaco, a los cuales se les determiné su
estado fisico, punto de fusion y caracterizacion RMN de 'H con el objetivo de
asegurar que los compuestos obtenidos fueran los esperados y con una pureza

aceptable.

El rendimiento de los intermediarios 1, 2 y 4 para la primera etapa (reaccion de
Cadogan) fueron buenos, debido a que se obtuvo un rendimiento del 80%; sin
embargo para los intermediarios 3 y 5 se obtuvieron rendimientos inferiores, ya que
se observé mediante el monitoreo en cromatografia en capa fina la formacién de un
subproducto de igual proporcion al producto de interés (el cual puede ser atribuido
a la alquilacién del grupo hidroxilo presente en la anilina empleada), por lo cual tuvo
que ser detenida la reaccion y tratada de esa forma. Debido a lo anterior, no se logré

consumir de manera total la materia prima.
En cuanto a los intermediarios 1b—5b, en la segunda etapa (reaccién de bromacion)

se obtuvieron rendimientos mas variables que oscilan en un rango del 60-70%. El

decremento en el porcentaje de rendimiento se atribuye a la presencia de diversos
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subproductos, ya que los intermediarios son susceptibles a bromaciones en
diferentes posiciones (polibromaciones), y en todos los casos no se logré consumir

en su totalidad la materia prima.

Finalmente, en la etapa de acoplamiento cruzado (acoplamiento de Suzuki-Miyaura)
se obtuvieron los rendimientos mas bajos debido a las diversas etapas de
purificacion necesarias. En particular para los compuestos finales AMCIIl y AMCIV
se observo por cromatografia en capa fina, un subproducto que sugiere la pérdida
del bromo de la materia prima debido al empleo del catalizador de paladio. La
descripcion y las propiedades de los compuestos obtenidos se muestran en la tabla
3

Tabla 3. Resultado de los nuevos derivados sintetizados

Compuesto PM Estado P.f(°C) Rendimiento H RMN (600 MH_,

(g/mol) fisico (%) CDCls)
314.34 Polvo 130-133 59 '"H NMR (600 MHz, cdcls) &
blanco 7.40 — 7.38 (m, 4H), 7.38 (d,
Q | J=1.7 Hz, 5H), 7.37 (s, 5H),
(7 737 (s, 4H), 7.36 (s, 5H),
O 7.35 (s, 5H), 7.34 (s, 3H),
7.33 (s, 3H), 7.31 (d, J= 1.7
P Hz, 5H), 7.30 (s, 5H), 7.05 (s,
4H), 6.91 (s, 5H), 5.98 (s,

AMCI 108

| 7 450.45 Polvo 165-167 29 "H NMR (600 MHz, cdcls) 8
° . blanco 7.01 (s, 1H), 6.96 (d, J = 2.0

Hz, 1H), 6.88 (s, 1H), 6.86 (d,
J=83Hz, 1H), 6.78 (dd, J =
8.3,2.0 Hz, 1H), 6.62 (s, 2H),
597 (s, 2H), 5.73 (s, 1H),
3.92 (s, 3H), 3.85 (s, 3H),

3.70 (s, 6H).
45045 Polvo  225-227 15 'H NMR (600 MHz, cdcls) 3
. blanco 7.04 (d, J= 2.3 Hz, 1H), 7.03

(s, 1H), 6.92 (s, 1H), 6.82 (d,
J=8.6 Hz, 1H), 6.79 (d, J =
8.6 Hz, 1H), 6.50 (s, 2H), 5.98
(s, 2H), 5.29 (s, 1H), 3.89 (s,
3H), 3.89 (s, 3H), 3.71 (s,
6H).
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360.37 Polvo 210-214 26 "H NMR (600 MHz, cdcls) &
marrén 7.95 (s, 1H), 7.35 (s, 2H),
7.32 (s, 2H), 7.27 (d, J = 7.1
Hz, 1H), 6.94 (s, 1H), 6.86 (s,
1H), 6.85 (s, 1H), 6.80 (s,
1H), 6.69 (s, 1H), 5.94 (s,
2H), 3.86 (s, 3H).

AMCIV
7 i 406.39 Polvo 220224 24 "H NMR (600 MHz, cdcls) &
) marron 8.03 (s, 1H), 7.89 (s, 1H),
7.42 (s, 1H), 6.98 (s, 1H),

6.96 (s, 1H), 6.90 (s, 1H),
6.90 — 6.88 (m, 1H), 6.84 (s,
1H), 6.79 (s, 1H), 6.74 (s,
1H), 5.97 (s, 2H), 3.90 (s,
3H), 3.88 (s, 3H).

8.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Elucidacién estructural de los compuestos AMCI-V

Los compuestos fueron caracterizados por RMN de 'H observandose las sefiales
esperadas para las estructuras propuestas. Entre las sefiales encontradas se puede
observar en comun el singulete que corresponde al metileno de la posicion 8 y dos
singuletes correspondientes a los protones en posiciones 5y 11. La asignacion de

senales se describen en la Tabla 4 y Figura 14 (Espectros RMN,Ver Anexo 1)

Tabla 4. Sefiales generales de RMN de 'H para los compuestos AMCI-V

n, 1 R'=R*=R=R*=R°=R°=H
Estructura II: R"'=R’=R*=0CH,, R*=H, R°>=0CHs, R°=OH
w Il R'=OH, R?=0CH;, R’=H, R*=R°=R°=0CH;,
IV: R'=R*=R>=H, R’=H, R>=0CH,, R°=OH
W R'=0H, R*=0CHs, R*=R*=H, R*=OCHs, R°*=OH
Protén | 1 1] v Vv

H-5 7.05 7.01 6.92 6.94 7.42
H-8 5.97 597 5.98 594 5.97
H-11 6.91 6.88 7.03 6.86 6.90
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Por otro lado las senales obtenidas para los fenilos presentes en las posiciones 2 y

3 del nucleo indazdlico se pueden observar tres tipos de combinaciones:

Anillo no sustituido: La mayor parte de las sefiales se ven traslapadas, por lo
tanto se observan multipletes que integran para 10 protones en la molécula
AMCI y 5 en el caso de AMCIV

Anillo disustituido: Se observa el patron doble (J -orto), doble de doble (J -
orto, -meta) y doble (J -meta) los cuales se marcan para cada estructura en
la Figura 14.

Anillo trisustituido: En los compuestos AMCII y AMCIII se observa un
singulete en la regién con un despazamiento quimico (d) de 6.85y 6.50 ppm

respectivamente.

5 7.33-7.39

6 3.92
55.73 \
N

§6.95
5 6.85 HO
/
O — 56.77
§5.97
<4+— 0——
Tr
5 5.97—>< N 0
o ~ \ e 53.85
R
/

!

5 6.88 5 6.62 +«—— 5 3.70
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57.03 5 7.05 T
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56.94
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5 6.85 5 7.35 57.32

$5.98 $6.98 \ 5 7.89

Figura 14. Asignacion de sefales de los espectros RMN 'H
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8.2 Prediccion de propiedades fisicoquimicas

Mediante el uso de la plataforma en linea de SwissADME se calcularon diversos
descriptores moleculares de los derivados indazélicos AMCI-V, los cuales incluyen:
peso molecular (PM), coeficiente de particion (Log P), enlaces rotables (ER),
donadores de hidrégeno (HBD), aceptores de hidrégeno (HBA) y area polar
superficial (tPSA), los cuales son considerados como referentes para predecir la
biodisponibilidad de un compuesto. En la Tabla 5 se presentan los resultados

obtenidos de los principales descriptores moleculares calculados.

Es importante mencionar que los descriptores moleculares pueden describir
caracteristicas inherentes a la conectividad, grupos funcionales presentes y/o
geometria molecular, por lo que nos permiten establecer nexos entre la estructura
molecular y su actividad farmacoldgica de manera cuantitativa (45), por lo que esta
informacion nos permite determinar si una molécula es candidata para ser lider de
serie. Los descriptores moleculares evaluados en este trabajo fueron utilizados para
determinar si los compuestos cumplen con algunas reglas ampliamente utilizadas
como lo son Lipinki, Egan y Veber que nos dan informacion si una molécula es
capaz de exhibir propiedades fisicoquimicas deseables y con ello poseer
biodisponibilidad y perfil de seguridad deseados.

Tabla 5. Propiedades moleculares para los compuestos AMCI-V

Molécula PM(g/mol) LogP ER HBD HBA tPSA(A?)
I 314.34 4.00 2 0 3 36.28
| 450.44 3.57 6 1 8 93.43
]| 450.44 3.60 6 1 8 93.43
v 360.36 3.63 3 1 5 65.74
Vv 406.39 3.27 4 2 7 95.20

Las reglas empleadas establecen ciertos criterios de aceptacién para que una
molécula presente una absorcidon o permeacion adecuada. La regla de Lipinski
dispone un PM<500, HBD<5, HBA<10 y LogP<5. Por su parte la regla de Egan
sugiere 0<tPSA<132, -1<LogP<6. Finalmente, la regla de Veber indica ER<10 y
tPSA<140. Como se puede observar en la Tabla 5, las moléculas propuestas

cumplen de manera satisfactoria con los requisitos de las tres reglas descritas
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anteriormente, lo cual sugiere que los derivados planteados tendran una buena
permeabilidad a través de las membranas bioldgicas y por tanto la capacidad de
convertirse en potenciales farmacos. No obstante, es importante mencionar que las
reglas empleadas son modelos predictivos que generan aproximaciones, por lo que

estos resultados deben de tomarse como resultados preliminares.

8.3 Acoplamiento molecular

Las moléculas propuestas fueron evaluadas como posibles inhibidores de la
polimerizacién de la tubulina llevando a cabo el acoplamiento molecular sobre la
interfaz ap-tubulina. Se realizaron los calculos de los derivados AMCI-V con los
programas AutoDock Vina, AutoDock v4.2 y GOLD debido a que nos permiten
comparar sus resultados ya que comparten la semejanza de utilizar el algoritmo
genético lamarckiano (LGA) que evalua y clasifica cada una de las poses o
conformaciones como cambio de la energia libre, tomando en cuenta una funcién
de campo de fuerza. Para el desarrollo del acoplamiento proteina-ligando se
consideré realizarlo de tipo rigido-flexible en la cual se modelé la flexibilidad de los
ligandos considerando que tiene un receptor de proteina rigido, de esta manera

solo se considera el espacio conformacional del ligando.

Finalmente, los resultados obtenidos de las moléculas propuestas fueron
comparadas contra la CA-4 debido a su caracteristica como agente
desestabilizante de la polimerizacion de los microtubulos y con ello analizar las
moléculas mas prometedoras tomando como referencia los valores de score y

numero de interacciones ligando-receptor obtenidos.

Afinidad sobre el sitio de colchicina

Con los resultados obtenidos se puede analizar las conformaciones obtenidas de
los ligandos propuestos para los tres programas en el sitio de union. En el caso de
AutoDock 4.2 se puede observar que la molécula AMCIV posee una orientacion
similar en los anillos sustituidos que la CA-4; por otro lado, las moléculas AMCIIl y
AMCIV tomaron una disposiciéon muy cercana del nucleo indazdlico ya que casi

estan superpuestas las estructuras. Finalmente es importante destacar que la
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molécula AMCI fue la que tomd la orientacién mas diferente a las demas, siendo

esta la no sustituida en los anillos aromaticos.

Para AutoDock Vina se puede examinar que en este caso la molécula AMCII fue la
que comparti6 mayor semejanza en su posicion con relaciéon a la CA-4. Las
moléculas AMCIl y AMCIV se unieron de una manera mas similar, lo cual se puede
atribuir a que la unica diferencia entre ambas es el patron de sustitucién del fenilo

en la posicion 3 del indazol.

Por ultimo, en GOLD es relevante resaltar que los ligandos AMCI, AMCII, AMCIIl y
AMCYV presentaron un acomodo semejante entre si y una orientacion aproximada
en el anillo trisustituido de la CA-4, es decir, en estas fracciones se acercaron a este
modo de unidon. La molécula AMCIV fue la que presentd mayor diferencia en el

acomodo espacial entre todas las estructuras.

AutoDock 4.2

AutoDock Vina
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Figura 15. Conformaciones obtenidas del acoplamiento molecular para los
derivados indazdlicos propuestos AMCI-V. CA-4 (azul), | (verde), Il (morado), Il

(amarillo), IV (rojo) y V (blanco).

Energia de union o puntaje de salida

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos por los tres programas
de acoplamiento molecular para los derivados indazodlicos propuestos AMCI-V. Es
importante mencionar que los programas AutoDock 4.2 y AutoDock Vina determinan
la magnitud de interaccion entre el ligando y la proteina mediante la energia libre de
union (AG), en donde mientras mas negativa sea la puntuacion, mejor afinidad
presentara el ligando. Por su parte en el software GOLD se emplearon dos
funciones de puntuacion como score (ChemPLP y GoldScore) en las cuales entre

mayor sea el puntaje obtenido, mejor calificaciéon tendra el ligando.

Dicho la anterior, podemos observar que el ligando AMCII fue el que presenté
mejores energias de union en los tres programas, incluso mayor que el compuesto
de referencia CA-4 para el caso de AutoDock 4.2 y AutoDock Vina. Por otro lado,
las moléculas AMCI y AMCIII fueron las siguientes moléculas mejor evaluadas tanto
en AutoDock 4.2 y AutoDock Vina lo cual es congruente con los resultados
obtenidos previamente por nuestro equipo de investigacion; sin embargo el
programa Gold nos muestra que las moléculas AMCIV y AMCV podrian ser de
interés ya que se obtuvieron scores prometedores, los cuales se contrastaran

posteriormente con los resultados biolégicos.

Tabla 6. Energias de unién y score ChemPLP GOLD para los compuestos -V

Vina Autodock Gold
4.2
ID Energiade Energiade ChemPLP  Gold score
union AG union AG score

(Kcal/mol) (Kcal/mol)

CA-4 -7.8 -8.41 70.51 67.78
RMSD=1.19 RMSD=0.7 RMSD=0.98 RMSD=0.98
| -6.14 -9.10 50.22 47.78
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! -7.88 -9.25 69.29 66.75

i -5.82 -8.78 50.76 44.61
v -3.75 -8.02 55.18 42.20
Vv -4.25 -7.69 94.75 51.32

8.4 Interacciones ligando-receptor

Se llevo a cabo el estudio de las interacciones ligando-receptor, por medio de la
comparacién de las interacciones reportadas del isémero cis de la CA-4 en el sitio
de union de la colchicina en la tubulina contra los derivados propuestos. En este
sentido, es importante mencionar que la CA-4 estructuralmente posee dos anillos
(ver Figura 16). El anillo A esta sustituido por tres metoxilos en posiciones 3,4y 5,
mientras que el anillo B por un metoxilo y un grupo hidroxilo en posiciones 4’y
3'respectivamente. Este compuesto se une al sitio de la colchicina en las hebras
S8y BS9, el bucle BT7, las hélices BH7 y BH8 de la B-tubulina y el bucle o T5 de la

a-tubulina de la cual se conocen 17 interacciones de mayor importancia 4.

6 1a

Figura 16. Estructura del isomero cis de CA-4

El anillo A se encuentra en una cavidad en la cual hay presencia de interacciones
hidréfobas con los residuos BVal?38, BCys?*!, BLeu?*?, BLeu?*®, BAIa%®°, BLeu?%d,
BAla3'®, Blle3'®, BAIa3®* y Blle3’®. Por su parte, el anillo B se ubica entre BAsn?%® y
BLys3%?, el cual se encuentra estabilizado de forma semejante al anillo A, por
interacciones de tipo hidréfobas con los residuos aThr'’®, aAla'®, aVal'®', pMet?%9,
BAla3'® y BAsn349. Ademas, es importante destacar la presencia de dos puentes de

hidrégeno entre el hidroxilo presente en el anillo B y los residuos aVal'®'y oThr'79
46
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En cuanto a los resultados obtenidos en AutoDock 4.2, se puede observar que en
la molécula AMCII existe la presencia de dos puentes de hidrogeno en el anillo
disustituido con los residuos Lys®>? en el hidroxilo y Thr3®® con el metoxilo, mientras
que en el anillo trisustituido se observan interacciones n- sulfuro con Met?®°, n-sigma
con Leu?®® y n-Alkyl con Ala®** e lle3'®, los cuales también estan presentes en la
molécula AMCIV. Para el caso de la molécula AMCIII se aprecian interacciones -
Alkyl con los residuos Ala3%, [1e3'8 Ala2%0, 11e378, Ala%'® y Leu?®® con el anillo
trisustituido, las cuales corresponden a las reportadas para la CA-4 y en cuanto al
anillo disustituido comparte la semejanza con la molécula AMCV, ya que ambas
presentan interacciones rn-Alkyl con Lys?®*, n-n con Leu?*®; sin embargo, las dos
presentan interacciones desfavorables con Leu?*® los cuales no permiten una mejor
estabilidad ligando-receptor. Asimismo, en las cinco moléculas se presentan
diversas interacciones con los sustituyentes en posiciones 5 y 6 del nucleo
indazolico con residuos como Lys3%?, Leu?*®, Val'®! Met?>°, Ala3'®, Asn3%0 Ala'é,
Lys2%*. De acuerdo al producto obtenido de esta evaluacion las moléculas AMCII,
AMCIIl y AMCIV fueron las que presentaron mayor similitud de interacciones

ligando-receptor comparada con CA-4 (Figura 17).

Para Autodock Vina, en las moléculas AMCIl y AMCIIl comparten semejanza en el
anillo trisustiuido debido a que existen interacciones de tipo n-Alkyl con los residuos
Leu?*8, Ala2%0, 11318, Ala3%4, Cys?*' y Leu?%; sin embargo, para la molécula AMCIII
existe una interaccion desfavorable del anillo disustituido con el residuo Thr'”® que
en la molécula AMCII no esta presente, lo cual se refleja de forma significativa en
el score obtenido. También se observa la existencia de puentes de hidrogeno en un
nitrégeno del nucleo indazdlico en el caso de la molécula AMCI con el aminoacido
Thr'7® y el hidroxilo de un anillo disustituido con Thr3%3 para la molécula AMCV.
También se observa la aparicion de interacciones desfavorables tanto en la
molécula AMCIV (donador desfavorable en el anillo disustituido con Cys?*') como
en la AMCV (enlace desfavorable en el anillo aromatico del indazol con Leu?%®) por

lo que se infiere que estos son los motivos del por cual son los ligandos peor

38



evaluados. Las moléculas AMCII-V presentaron diversas interacciones con los
sustituyentes en posiciones 5 y 6 del nucleo indazodlico con residuos como Lys?%4,
Alad1 Lys3%2 Met?%° Val'®! Asn3%0 |le3'8 e lle378, De acuerdo al producto obtenido
de esta evaluacion las moléculas AMCIlI y AMCIII fueron las que presentaron mayor

similitud de interacciones ligando-receptor comparada con CA-4 (Figura 18).

Finalmente en GOLD se puede observar que en la molécula AMCII existe la
presencia de un puente de hidrégeno del metoxilo y el residuo Arg??!, asi como un
enlace n-azufre del ciclo aromatico con Met32% del anillo disustituido, mientras que
en el anillo trisustituido existen multiples interacciones como n-amida con Val'’7,
presencia de aceptores de hidrégeno con GIn?*” y Pro?? con dos de los tres
metoxilos y n-Alkil con Leu?*8, Tyr??4, Leu??’ y Val'’’, todas ellas proporcionando
una mayor estabilidad ligando-receptor en comparacion de las demas moléculas.
Un aspecto muy importante para mencionar es que en las moléculas AMCI, AMCIII
y AMCYV existe la presencia de dos puentes de hidrogeno en los oxigenos del 1,3-
dioxolano con los residuos Thr333 y Asn34, a los cuales se les atribuye el buen score
obtenido. De acuerdo al producto obtenido de esta evaluacion las moléculas AMCII
y AMCIII fueron las que presentaron mayor similitud de interacciones ligando-

receptor comparada con CA-4 (Figura 19).

Como se puede observar en los 3 programas la molécula AMCII fue la mejor
evaluada ya que presento el mayor numero de interacciones con el heterodimero
o/BT, siendo esta la que se ubica de mejor manera en la cavidad hidrofobica de la
proteina al ser estabilizada por la mayoria de los residuos que presenta la CA-4. Es
relevante destacar que la adicién del anillo de 5 miembros colocados en las
posiciones 5 y 6 del nucleo indazdlico fue favorable ya que se presentaron
diferentes interacciones con la proteina, siendo los puentes de hidrogeno en los
oxigenos los mas representativos, los cuales podrian ser relevantes para mejorar

su estabilidad en el sitio de unién y con ello mejorar su actividad antiproliferativa.
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Figura 17. Para AutoDock 4.2. Visualizacion de las moléculas AMCI-V y el
numero de interacciones observadas.
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Figura 18. Para AutoDock Vina. Visualizacion de las moléculas AMCI-V y el
numero de interacciones observadas.
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Figura 19. Para GOLD. Visualizacion de las moléculas AMCI-V y el numero de
interacciones observadas.

8.5 Evaluacion de la actividad citotéxica

Como se menciond en el apartado 7.6 de la seccion experimental, se determiné el
porcentaje de inhibicion de crecimiento de las células HelLa y SK-LU-1, sin
tratamiento y tratadas con los compuestos AMCI, AMCII, AMCIIl, AMCIV y AMCV.
Los resultados muestran que los compuestos AMCII, AMCIIl y AMCV presentaron
mejor actividad antiproliferativa a la concentracién evaluada (50 uM), exhibiendo un
porcentaje de inhibicién superior al 50% en ambas lineas para el compuesto AMCII
y en HelLa para los compuestos AMCIIl y AMCV (ver Tabla 7). Un aspecto
importante para destacar es que la molécula AMCI mostré un efecto citotoxico
menos significativo, lo cual nos indica que los sustituyentes en los fenilos son muy

importantes, en especial el patron de sustitucion presente en la molécula AMCII.
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Estos resultados son congruentes a los valores obtenidos en el acoplamiento

molecular.

Por otra parte se determind que la remocion de los sustituyentes del fenilo
trisustituido de la molécula AMCII impacta de manera significativa la actividad
citotoxica como era de esperarse en ambas lineas celulares; sin embargo al afadir
los sustituyentes (-OCHS3 en para e -OH en meta) como en el otro fenilo, se observo
una mejora sustancial que incluso supera la actividad biolégica observada en la
molécula AMCIIl en ambas lineas, es por ello que se decidioé determinar la Clso (uM)

de estas dos moléculas.

Los resultados de las Clso (uM) mostraron que las moléculas AMCIl y AMCV no
presentaron mejor citotoxicidad que la CA-4, |la cual fue utilizada como referencia,
siendo en SK-LU-1 el resultado mas destacable para la molécula AMCIl y en HelLa
para la AMCIII, mostrando que efectivamente las moléculas son activas (Ver Tabla
8).

Tabla 7. Porcentaje de inhibicion del crecimiento celular en SK-LU-1Y Hela a

50uM

Compuesto SK-LU-1 HelLa
AMCI 36.51+0.64 38.97+3.68
AMCI| 64.53+0 62.20%1.52
AMCIII 33.57+1.59 55.5622.19
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AMCIV 33.33+1.83 41.65+1.65*

AMCV 36.19+2.93 57.93+2.40

*Compuestos que precipitan a 50 uM

Tabla 8. Valores de Clso (uM) para los compuestos |-V

Compuesto SK-LU-1 HelLa
AMCI| 8.23+0.82 26.38+2.40
AMCV 83.03+3.63 56.37+1.01

CA-4 0.021+0.002 0.014+0.001

Por otra parte, se evaluaron los cambios morfoldgicos de las lineas celulares HelLa
y SK-LU-1 con el tratamiento de las moléculas propuestas AMCI-V. En la Figura 20
se muestra el efecto comparativo de las células tratadas con el control positivo (CA-
4) a 50 uM vy el control negativo; es decir sin tratamiento. Como se puede observar
en el control negativo, en ambas lineas se aprecia una monocapa de células de
morfologia poligonal fuertemente adheridas; en contra parte se encontré que las
células con tratamiento redujeron significativamente su viabilidad celular ya que se

observaron células de complexidon redonda, por lo que es evidente la pérdida de
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adhesion y de la monocapa, las cuales son caracteristicas de su morfologia clasica,
lo cual demuestra la alta citotoxicidad de la CA-4 en ambas lineas celulares.

Figura 20. Microscopia de campo claro para células HelLa tratadas con CA-4 (A) y
sin tratamiento (B); células SK-LU-1 tratadas con CA-4 (C) y sin tratamiento (D).

En la Figura 21 se presenta un analisis comparativo del efecto de los compuestos
AMCIly AMCYV a una concentracién cercana a su correspondiente Clso determinada
previamente sobre las lineas celulares evaluadas. En ambas lineas es notorio el
efecto inducido por los compuestos; sin embargo, es mas evidente el cambio en el
caso de la molécula AMCII ya que la estructura celular se ve mas comprometida al
presentar mayor numero de células de morfologia redonda, aunque en ambas es

evidente el dafio por la indudable perdida de la monocapa.

AMCII Clg, = 8.230.82uM

*Hela sin tratamient AMCV Clg, = 56.37+1.01uM
Figura 21. Microscopia de células SK-LU-1 y HelL a tratadas con los compuestos
AMCIl y AMCV a 12.5 y 50 uM respectivamente
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9. CONCLUSIONES

Se estudiaron nuevos derivados de las moléculas JPINAPP09 y JPINAPP18
evaluados previamente por nuestro grupo de trabajo con afinidad sobre la interfaz

o/B-tubulina por medio de programas de acoplamiento molecular

Se lograron sintetizar las cinco moléculas propuestas, ademas de caracterizarlas

de forma satisfactoria mediante RMN de 'H.

Estudios de acoplamiento molecular indican que las moléculas disefiadas AMCI-V

se unen al sitio de unién de la combretastatina.

Se realizé la evaluacidon de la actividad citotdxica sobre las lineas celulares de
cancer HelLa y SK-LU-1 encontrando las moléculas AMCIl y AMCV con mejor

actividad citotoxica.

Los resultados de acoplamiento molecular y de evaluacion biolégica muestran que
los sustituyentes en los fenilos son muy importantes, en especial el patron de
sustitucidén presente en la molécula AMCII, ya que es donde se observa un mejor
acomodo en la interfaz a/B-tubulina lo cual se refleja en una mayor actividad

citotoxica.

Las moléculas propuestas no presentaron mayor potencia que la molécula
JPINAPPO9 lo cual nos indica que los sustituyentes afiadidos en las posiciones 5
y 6 no mejoraron la afinidad a la proteina; sin embargo, si se logr6 mejorar la
actividad de la molécula JPINAPP18 en ambas lineas celulares, ya que el
compuesto AMCII produjo un Clso de 8.23+0.82 en SK-LU-1y 22.38+2.40 en HelLa,
superiores a las reportadas para JPINAPP18, por lo que es de interés continuar

con su estudio.
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10. PERSPECTIVAS

Es importante analizar y evaluar con diferentes modificaciones estructurales y de
nuevos sustituyentes en las posiciones 5 y 6 del nucleo indazdlico, ya que aun
existe la oportunidad de aprovechar la cavidad existente cercana al sitio de unién

de la colchicina, entre el compuesto hibrido JPINAPPO09 y la interfaz a/p-tubulina.

Mejorar la ruta de sintesis y purificacién, debido a la generacién de multiples
subproductos que limitan la obtencion los compuestos deseados en buenos

rendimientos.
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Figura 22. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, CDCl3) del compuesto AMCI
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