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RESUMEN

RESUMEN
José Antonio Dominguez Chavarria Fecha de graduacion
Universidad Autonoma de Nuevo Leén

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: “EVALUACION DEL EFECTO ANTICANCERIGENO “IN
VITRO” DE ANALOGOS DEL ACIDO meso-DIHIDROGUAIARETICO Y

APORTE AL MECANISMO DE ACCION DEL COMPUESTO MAS ACTIVO”

NUmero de paginas: Candidato para el grado de Maestro en Ciencias con
Orientacién en Farmacia

Area de estudio: Farmacia

Proposito y método de estudio:
El céncer es la causa de un alto indice de mortalidad en todo el mundo. El tratamiento de
esta enfermedad con agentes quimioterapéuticos tiene la desventaja de que los farmacos no
son especificos para células cancerosas y producen muchos efectos colaterales nocivos en
los pacientes, aunado con lo anterior las células cancerosas han desarrollado resistencia a
algunos farmacos usados en la quimioterapia. Los productos naturales han sido y son una
fuente de nuevos farmacos ya que tienen una gran diversidad de estructuras y actividades
bioldgicas. En el caso particular del lignano Acido meso-dihidroguaiaretico (AmDG) se
reportd previamente por otros investigadores su actividad contra algunas células

cancerigenas in vitro e in vivo. Por lo que el propdsito de este estudio fue evaluar 16
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derivados del AmDG que se habian sintetizado y caracterizados previamente por nuestro
grupo de investigacion, y a los cuales se les habia determinado también la actividad
antibacteriana y citotdxica in vitro. Por lo que surgio el interés de evaluar los derivados
semisintéticos que incluyen los siguientes grupos funcionales: éter, éster, carbamato,
fosfato o aminoéter, los cuales se evaluaron contra cinco lineas celulares de cancer: MCF-
7 (mama), A549 (pulmén), HepG2 (higado), HeLa (cuello uterino) y DU145 (prostata) a

25uM. utilizando el ensayo MTT.

Conclusiones y contribuciones:

Los resultados del cribado mostraron que dos derivados del AmDG tenian el porcentaje mas
bajo de viabilidad celular a 25 uM, el derivado aminoéter KRM-12D vy el derivado éster
AV18 contra A549 (44.15 +0.78%) y MCF-7 (41.60 = 0.92%), respectivamente. Luego, se
determiné el valor de 1Cso para cada compuesto frente a su linea celular cancerosa méas
sensible. Los resultados mostraron que el derivado de aminoéter KRM-12D mostro
citotoxicidad moderada contra A549 (ICso = 17.11 + 2.11 uM), mientras que resulté mas
citotdxico contra la linea celular normal de pulmon LL-47 (Clso = 9.49 £ 1.19 pM) con una
indice selectividad (1S) de 0.55. Por otro lado, el derivado éster AV18 exhibi6 una actividad
citotdxica destacable contra MCF-7 (Clso = 18.20 + 1.98 uM), mientras que mostré una
citotoxicidad moderada contra la linea celular no cancerigena de mama MCF-10 (ICso =
41.22 £ 2.17uM) con un IS de 2.2. Por lo que se determind el mecanismo de accién del
éster AV18 mediante el ensayo de LIVE/DEATH usando microscopia de fluorescencia
revel6 que el compuesto AV18 pudiera estar ejerciendo un mecanismo similar al de su
precursor AmDG que consiste en la activacion de la apoptosis. El derivado AV18 puede

considerarse un agente anticancerigeno prometedor para futuros estudios y/o
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modificaciones estructurales, ya que se requiere una mayor optimizacion de este compuesto
para reducir toxicidad sobre las células normales y aumentar la selectividad para las células

cancerosas de mama.

Dra. Maria del Rayo Camacho Corona

Director de Tesis

Dr. Claudio Cabral Romero

Co-Director de tesis
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CAPITULOI.
INTRODUCCION

1.1. El cancer

1.1.1. Generalidades del cancer y clasificacion.

El céncer, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es un proceso
patologico en el cual existe un desorden proliferativo a nivel celular, que produce clonas
de células anormales que sobrepasa la produccion de células sanas con capacidad de
diseminacion (OMS, 2022).

Al diseminarse las células cancerigenas, se les conoce como “tumor maligno™ o “neoplasia
maligna”, el cual llega a otros organos, donde las células se “alojan” y logran una
metéstasis en el 6rgano, invadiéndolo, alterando sus funciones, a tal grado que el 6rgano
se vuelve indtil para el cuerpo (OMS, 2022).

El cancer suele clasificarse de varias maneras, una de las mas usuales es por tipo de tejido
invadido por las células cancerosas el cual se divide en 4 tipos:

e Carcinomas: Son aquellos que afectan a células epiteliales y son los tumores que
mas frecuentemente se presentan. Por ejemplo, cancer de mama, colorrectal,
préstata, etc.

e Sarcomas: Son aquellos que afectan al tejido conectivo del cuerpo, como seria el
de hueso, cartilago, vasos linfaticos y sanguineos.

e Leucemias: Es aquel tipo de cancer que normalmente va relacionado a un cambio
en médula 6sea lo cual causa descontrol en el desarrollo de células sanguineas
sanas. Dentro de este destacan las leucemias linfociticas, leucemias mieloides ya

sean del tipo agudo o crénico, etc. (OMS, 2022).
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e Linfomas: Es uno de los tipos de céncer que afecta al sistema linfatico del
organismo, el cual es parte del sistema inmunoldgico y ayuda a prevenir y combatir
infecciones, esta constituido por ganglios y vasos linfaticos, destacando dos tipos

de linfomas, el linfoma de Hodgkin y el linfoma No Hodgkin (OMS, 2022).

1.1.2. Epidemiologia

Segun los datos referidos por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer es
considerado la primera causa de muerte a nivel mundial, en afio 2023, tan solo en el mismo
afio se han reportado 10 millones de defunciones provocadas por esta enfermedad. El
mayor numero de muertes por cancer se localiza en los paises de medio y bajo desarrollo,
representando un 70% del total de los decesos.

Dentro de los tipos de cancer que provocaron mas muertes en el 2023 son: el cancer de
mama (2.28 millones), pulmon (2.23 millones, colorrectal (1.93 millones), préstata (1.41
millones), piel (1.2 millones), y gastrico (1.09 millones) (OMS 2024).

Los datos obtenidos por el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica
(INEGI, 2023), posicionan al cancer como la tercera causa de muerte en el pais, en los
meses de enero a junio del 2024 se reporté que hubo 223,196 defunciones abarcando el
56% del total de los casos, mientras que en el sexo femenino se reportaron 178,065 que
corresponde al 44% por lo que los mas afectados en el pais son los varones. Se reporté en
2023 que durante entre los meses de enero-agosto un total de 683,823 defunciones,
estableciendo la tasa de mortalidad por tumores malignos a 70 defunciones por cada
100,000 habitantes, siendo los estados de Nuevo Ledn, Chihuahua, Sonora, Veracruz,

Ciudad de México, Sinaloa y Nayarit, con las tasas de mortalidad mas altas (INEGI, 2023).
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Estas cifras pueden ser explicadas debido a los distintos factores de riesgo que existen

para que se desarrolle un céncer, pero lo cierto es que no existe una regla exacta que

determine porque un individuo presenta cancer y otro no. Los factores de riesgo mas

comunes se pueden nombrar de la siguiente manera:

Factores ambientales y quimicos: Son aquellos relacionados con el medio
ambiente, por ejemplo, la contaminacion de suelos, agua aire, etc., la exposicion
prolongada a la luz solar entre otros. Los factores quimicos estan relacionados a la
exposicion a ciertos agentes quimicos como lo pueden ser, benceno, aflatoxinas,
arsenico, asbesto, alquitran entre otros.

Los factores biologicos que se tiene mas conocimiento son diversos
microorganismos patogenos, que tienen la facultad de aportar un oncogén o
integrar su genoma a la célula, asi como activando procesos inflamatorios cronicos
que pueden desencadenar la aparicion del cancer entre ellos se encuentran: el
Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), hepatitis B, hepatitis C, virus del
papiloma humano (VPH), virus de Epstein Barr, y Helicobacter pylori.

Factores relacionados al estilo de vida: los cuales involucran el estilo de vida y
entorno en el que se desarrolla el individuo, por ejemplo, consumir alimentos con
alto contenido de grasas, carbohidratos, habitos de fumar, ingerir alcohol, etc.
Factores genéticos: Son aquellos en el que el individuo ya tiene alguna
predisposicion genética al cancer, ya sea por herencia 0 mutacion al azar.
Factores relacionados a otras enfermedades: Son aquellas enfermedades que
fungen como desencadenante de un cancer, como lo es una inflamacion cronica,

como una hepatitis cronica, pancreatitis cronica etc., o aquellas enfermedades que
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comprometen el sistema inmunolégico causando una inmunosupresion (OMS

2020).

1.1.3. Diagnéstico

El diagnostico del cancer, es muy complejo y variado de acuerdo a cada caso, no existe
una regla comun para todos los tipos de cancer, generalmente se comienza por la aparicion
de algan signo clinico lo cual lleva al medico a la realizacion de diversos estudios para la
busqueda de variaciones significativas en el paciente como pueden ser: bioquimica
sanguinea, biometrias hemaéticas, hormonales, examen general de orina, marcadores
tumorales, estudios de imagen como la tomografia, resonancia magnética, ecografia,
sonografias, endoscopias, también se utilizan las biopsias de alguna masa o tejido irregular
observado en los estudios de imagen, o inclusive se pueden programar cirugias mediante
laparoscopia exploratoria para la busqueda mas precisa, dependiendo de cada caso (Munir

etal., 2019).

1.1.4. Tratamiento y agentes quimioterapéuticos

El tratamiento empleado para combatir el cancer depende de su tipo, estadio y de las
caracteristicas particulares de cada paciente. En la mayoria de los casos puede ser un
tratamiento Unico o la combinacion de dos tratamientos, los cuales tienen como objetivo
la reduccion o desaparicion del cancer. Entre los tratamientos empleados encontramos la
cirugia, la radioterapia convencional y dirigida, la quimioterapia, la inmunoterapia, la
terapia génica, la terapia hormonal, el trasplante de células madre y la terapia dirigida con
anticuerpos entre otras terapias. Los tratamientos mas empleados son la quimioterapia, la
radioterapia y la cirugia de forma individual o en combinacion.

21



La mayoria de los medicamentos que se utilizan actualmente en el tratamiento del cancer,
dafian o inhiben la replicacion del ADN. Por tanto, estos medicamentos no sélo son
toxicos para las células cancerosas, sino también para las células sanas, especialmente
para aquellas que experimentan una division celular rapida (por ejemplo, células
hematopoyéticas, células epiteliales del tracto gastrointestinal y células del foliculo
piloso). La accion de los medicamentos anticancerosos contra estas poblaciones de células
sanas es la responsable de la mayor parte de la toxicidad asociada a estos medicamentos,
y limita su efectividad en el tratamiento del cancer (Behranvand et al., 2022).

Haciendo un poco de énfasis en los agentes quimioterapéuticos (Figura 1), se sabe que
varios de estos agentes usados para el cancer provienen de productos naturales y algunos
derivados semi-semisintéticos como: Eliptinium, vincristina, vinflunina, topotecan,

docetaxel y taxol. (Newman & Cragg, 2020).
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Topotecan (Campotheca Docetaxel (Taxus brevifolia)
acuminata)

Eliptinium
(Bleeckeria vitensis)

Vincristina Vinflunina (Catharanthus rosea)
(Catharanthus
rosea)

Figura 1. Estructura quimica de algunos productos naturales y derivados semi-sintéticos

anticancerigenos

Por lo que se ha continuado con la busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos
obtenidos de las plantas medicinales, logrando aislar compuestos con estructuras tan
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complejas, multiples centros quirales y evadiendo las reglas establecidas para los fa&rmacos
comunes (Reglas de Lipinski), teniendo funciones extraordinarias, mimetizando
moléculas presentes en el ser humano, llegando a ser de gran interés como dianas
terapéuticas por sus diversos mecanismos de accion como lo son, inhibidores enzimaticos,
modulacion de receptores, interferencias con sefializacion celular, estimuladores del
sistema inmunoldgico, llegando a ser Utiles para el tratamiento de diversos tipos de cancer.
Esto ha llevado al seguimiento de estas estructuras, analizando su comportamiento en el
organismo y su potencial, asi como sus efectos colaterales lo que permite deducir posibles
maneras de modificarlas quimicamente y mejorarlas para la obtencién de derivados
semisintéticos y conservando gran parte de su estructura original, pero mejorando su
funcién (Newman & Cragg, 2020).

Se ha identificado que las plantas tienen un metabolismo primario y uno secundario,
siendo el primario el que sintetiza las proteinas, carbohidratos, lipidos y &cidos nucleicos
de la planta, para su manutencién y funcionamiento adecuado, pero en menor cantidad
sintetizan los metabolitos secundarios, que permiten darle a la planta ciertas caracteristicas
0 propiedades. Como se menciond anteriormente estos metabolitos pueden tener
propiedades farmacoldgicas las cuales han sido objeto de estudio para la obtencion de
nuevos farmacos, de manera general éstos se pueden clasificar en: aceites esenciales,
flavonoides, alcaloides, terpenos, aminas, taninos, fenoles simples, saponinas, glicésidos
y mucilagos (Heinrich et al., 2018).

Los metabolitos secundarios, son estructuralmente diferentes y complejos, existen algunas
rutas metabodlicas alternas para la sintesis de estos, las mas conocidas y estudiadas son la
ruta del &cido shikimico, la ruta del acetato malonato, acetato mevalonato, y la

transformacion de algunos aminoéacidos (lisina, fenilalanina, tirosina y triptofano),
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obteniéndose asi los diferentes metabolitos secundarios de los cuales son utilizados como
quimioterapéuticos para tratamiento del cancer, asi como las terapias antes mencionadas
tienen como objetivo erradicar la enfermedad, pero la mayoria de ellas pueden presentar
efectos adversos por ser poco selectivas. Actualmente no se cuenta con una terapia que no
presente efectos adversos y que sea selectiva a células cancerosas solamente; por lo cual
se sigue la busqueda de nuevos farmacos o terapias para combatir esta enfermedad

(Heinrich et al., 2018).

1.1.5. Efectos adversos de la terapia anticancerigena

Los tratamientos empleados para el cancer pueden causar efectos secundarios, los cuales
ocurren cuando se afectan tejidos y drganos sanos, estos efectos pueden variar de una
persona a otra y de un tratamiento a otro. Algunas personas tienen pocos efectos
secundarios mientras que otras tienen mas. El tipo de tratamiento, la frecuencia de este, la
edad y otros padecimientos también determinan los efectos secundarios que se presentan
(Nurgali et al., 2018). Los efectos adversos pueden presentarse inmediatamente después
del tratamiento, o en meses o0 afos, cuando se presentan después de meses 0 afios se les
conoce como efectos adversos tardios (Nurgali et al., 2018). Los efectos secundarios mas
comunes causados por el tratamiento del cancer son: problemas cardiacos, hipertension,
alteraciones pulmonares, en el sistema endocrino, en los huesos, articulaciones y los
tejidos blandos, en el cerebro, medula espinal y los nervios, de salud dental, bucal y de
vision, digestivos, problemas de aprendizaje, memoria y atencion ademas de problemas
emocionales, hematopoyéticos, de alopecia, cambios en la piel y ufas, etc., (Nurgali et
al., 2018). La mayoria de los tratamientos presentan efectos adversos y también resistencia

que han desarrollado las células cancerosas a los agentes quimioterapéuticos. Por lo que
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se siguen buscando nuevos agentes terapéuticos que sean mas efectivos y selectivos y los

productos naturales de plantas medicinales son una alternativa.
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CAPITULO I
ANTECENDENTES

1.2. Compuestos anticancerigenos de Larrea tridentata

Larrea tridentata (Zygophylaceae) es un arbusto que crece en el norte de México y sur de
Estados Unidos de América (EUA), dicha planta ha sido objeto de multiples estudios por
la gran variedad de efectos que tienen sus extractos dentro de los cuales se pueden
mencionar: antioxidante, anticancerigena, antiviral, antimicrobiana, antiasmatica, efecto
cardiovascular y antineurodegenerativa (Reyes-Melo et al., 2021).

A partir de las semillas de la nuez Myristca fragrans se aislaron y caracterizaron cuatro
lignanos entre ellos el acido meso-dihidroguaiarético (Figura 2). Se ha reportado la
citotoxicidad del AmDG contra ocho lineas celulares cancerigenas y una linea celular
normal: H1299 (lung), H358 (lung), H460 (lung), Hela (cervical), HepG2 (liver), KPL4
(breast), MCF7 (breast), MDCK (kidney), RD (epithelial). Se observo un efecto
anticancerigeno de los compuestos 1y 2 contra la linea de cancer de células pequefias de
pulmén H358 con un valor de Concentracion Inhibitoria Media (Clso) de 10.1y 10.2 uM,
respectivamente. Ademas, se observé que el AmDG mostré actividad anticancerigena en
el modelo de ratones portadores de tumores alogénicos dando como resultado una

reduccion significativa de la masa tumoral en el modelo murino (Thoung et al, 2014).
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Figura 2. Lignanos aislados y caracterizados de Myristca fragrans

Por otro lado, se reportd que el aislamiento y caracterizacion estructural del AmDG y
varios analogos, a partir de L. tridentata, demostraron buena actividad anticancerigena, el
AmDG tuvo valores de Isocontra las lineas cancerigenas de melanoma humano (ACC375),
mama (MCF-7) y de col6n (SW480) con valores de Clsg de 7.0, 10.0 y 30.2 uM,
respectivamente (Lambert et al., 2005). Por otro lado, se encontr6 que el AmDG tiene
efecto contra células de cancer de mama, reduciendo la concentracion del factor del
crecimiento y de expresion en el raton. Por otro lado, se observd el aumento de la
concentracion de la Caspasa 3 y una reduccion del volumen del tumor de mama (Choi et
al., 2015). En otro estudio se evaluo la actividad de 3 isdbmeros y 4 neolignanos derivados
del AmDG (Figura 3) en dos lineas celulares de cancer (cervicouterino y leucemia
promielocitica), en este estudio se incluyo el AmDG. Todos los compuestos mostraron
actividad citotoxica en ambas lineas celulares. Los valores de I1Cso del AmDG contra

células HL-60 y HeL a fueron 26 y 29 uM, respectivamente (Yamauchi et al., 2016).
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Figura 3. Estructura quimica de 3 isomeros y 4 neolignanos derivados del AmDG.

Ar = 4-hidroxi-3-metoxi-fenil

Siguiendo un camino similar, lzquierdo et al., (2018), publicaron que los lignanos

encontrados en diversas plantas como el enterodiol y la enterolactona (Figura 4). Estos

lignanos ofrecen proteccién en la proliferacion de las células cancerigenas debido a que

posiblemente tienen efecto androgénico y estrogénico (Piwowarski, J. P., et al 2022). Este

efecto es sobre todo contra algunos tipos de canceres hormono dependientes de mama y

prostata. Jeong et al., 2017, demostro que el AmDG aislado de la fruta Schisandra

chinensis tuvo efecto anticancerigeno en las células de cancer de ovario y endometrio

mediante la induccion de apoptosis dependiente de caspasas teniendo un ICso de 27.17 y

45.46 UM, respectivamente.
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Figura 4. Estructura quimica de los lignanos
enterodiol y enterolactona.

1.3. Obtencion de Derivados Semisintéticos del AmDG

Reyes et al., (2017) prepararon 33 compuestos semi-sinteticos a partir del AmDG,
incluyendo: 9 aminoéteres, 2 éteres, 22 ésteres y 2 éteres. Estos compuestos fueron
evaluados contra Mycobacterium tuberculosis. Los resultados mostraron que dos
derivados de tipo aminoéter fueron los mas activos. El derivado aminoéter 26 (Figura 5)
tuvo valores de CMI en un rango de 6.25 a 12.5 pug/mL contra una cepa sensible y dos
MFR de M. tuberculosis, y no mostr citotoxicidad frente a las células Vero teniendo
valores de ICso > 487ug/mL. Mientras que un segundo aminoéter 31 fue mas activo que
el aminoeter 26 tendiendo valores de CMI de 3.125 y 6.25 pg/mL, respectivamente contra
la cepa sensible H37Rv y las 2 cepas MFR de M. tuberculosis, respectivamente, pero
mostro leve citotoxicidad en una linea de células Vero con valor de ICso 73.23ug/mL

(Figura 5).
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Figura 5. Derivados del AmDG activos contra M. tuberculosis (Reyes-Melo et al.,
2017)

Por otro lado, Chavez-Villarreal et al., (2018) obtuvo 19 nuevos derivados semisintéticos
del AmDG incluyendo 9 carbamatos y 10 éteres. Los derivados fueron evaluados contra
una cepa sensible (H37Rv) y dos aislados clinicos MFR /G122 y G133) de M.
tuberculosis. Los resultados indicaron que el carbamato 6 fue el méas activo contra una
cepa de M. tuberculosis MFR con una CMI 12.5 pg/mL, mientras que el éter 14 tuvo
valores de CMI en el rango de 6.25 a 12.5 pg/mL contra una cepa sensible y dos MFR de
M. tuberculosis. Los resultados de citotoxicidad indicaron que el carbamato 6 no presento
citotoxicidad frente a células Vero Clso >500 pg/mL y mientras que el éter 14 mostro una
moderada citotoxicidad con un valor de ICso de 13.9ug/mL contra las células Vero (Figura

6).
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Figura 6. Derivados del AmDG activos contra M. tuberculosis (Chavez-Villareal et al.,
2018)

Vazquez-Ramirez, 2018, sintetiz6 12 derivados del AmDG, incluyendo 7 ésteres y 5
fosfatos. En este estudio se realizd la evaluacion de todos los compuestos contra una cepa
sensible y una MRF de M. tuberculosis. Dos esteres (1 y 5) mostraron la mejor actividad
contra M. tuberculosis H37Rv, ambos esteres tuvieron valores de CMI de 25 pg/mL,
contra la cepa sensible. Cabe mencionar que se determind su citotoxicidad contra una linea
celular de macréfagos J774A.1 Los resultados indicaron que los esteres 1 y 5 tuvieron
valores de citotoxicidad moderada con valores de ICso de 21.22 y 23.26 pg/mL,

respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Derivados del AmDG con actividad contra M. tuberculosis (Vazquez-

Ramirez, 2018).

De acuerdo con los antecedentes expuestos se plantearon la siguiente hipétesis y objetivos.
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CAPITULO 111
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipdtesis:
Al menos uno de los derivados semisintéticos del AmDG tendra mayor actividad
anticancerigena in vitro que el AmDG y/o doxorrubicina por lo menos en una de las lineas

celulares de cancer usadas en este estudio.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo General:
Evaluar la actividad anticancerigena de los derivados semisintéticos del AmDG y aportar

al mecanismo de accion del compuesto con mayor actividad anticancerigena.

3.2.2 Objetivos Especificos:

e Analizar la pureza de los derivados del AmDG mediante cromatografia de capa
fina (TLC).

e Evaluar el efecto anticancerigeno in vitro de los derivados semisintéticos del
AmDG con MTT en una concentracion de 25uM en 5 lineas celulares (MFC-7,
HepG2, DU145, A549 y Hel a)

e Realizar la curva dosis-respuesta de los compuestos que hayan presentado
actividad antitumoral in vitro <50% inhibicioén a 25uM

e Determinar la citotoxicidad en linea celular no cancerigena con MTT

e Determinar el indice de selectividad de los derivados

e Realizar el aporte al mecanismo de accién del compuesto mas activo mediante la

prueba de LIVE/DEATH usando microscopia fluorescente
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CAPITULO IV.
MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales y Equipo.
4.1.1. Derivados semi-sintéticos del AmDG usados en este estudio.
Para el estudio de la actividad anticancerigena in vitro se evaluaron 16 derivados semi-
sintéticos, el AmDG, y la doxorrubicina como control positivo, mostrados en la Tabla 1,
los cuales incluyeron: 7 Esteres, 1 carbamato, 4 éteres, 2 aminoéteres y 2 fosfatos, que
fueron obtenidos previamente en nuestro laboratorio (Reyes-Melo et al., 2017; Chavez-
Villareal et al., 2017; Ramirez-Vazquez., 2018). A continuacion, se dan los nombres de
acuerdo a la IUAPC de los compuestos evaluados y sus claves que se usaron cuando se
obtuvieron los derivados semi-sinteticos.
e Molécula lider: meso-1,4-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-(2R,3S)-dimetilbutano
(Acido meso-dihidroguaiarético (AmDG))
1. (%)-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-(2R,3S)-dimetil-4-[4-(4-bromobenzoiloxi)-3-
metoxifenil]butano (KRM-1D)
2. (£)-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-(2R,3S)-dimetil-4-(3-metoxi-4-
palmitoiloxifenilo) (KRM-5M)
3. meso-1,4-bis(3-metoxi-4-palmitoiloxifenil)-(2R,3S)-dimetilbutano (KRM-5D)
4. meso-1,4-bis(3-metoxi-4-estearoiloxifenil)-(2R,3S)-dimetilbutano (KRM-6D)
5. meso-1,4-bis[3-metoxi-4-(pirazina-2-carboniloxi)fenil]-(2R,3S)-
dimetilbutano(KRM-12D)
6. (%)-1-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-(2R,3S)-dimetil-4-(4-acetoxi-3-

metoxifenil)butano (KRM-13M)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

4,4'-[(2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil]bis(2-metoxi-4,1-fenileno)
bis(pirrolidina-1-carboxilato) (KCV-5D)
4,4'-[(2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil]bis[1-(but-3-eniloxi)-2-metoxibenceno]
(KCV-6D)
4,4'-[(2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil]bis[1-(hept-6-eniloxi)-2-metoxibenceno]
(KCV-8D)
4,4'-[(2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil]bis[2-metoxi-1-(4-(trifluorometil)
benciloxi)benceno] (KCV-9D)
4,4'-[(2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil]bis[1-(4-fluorobenciloxi)-2-
metoxibenceno] (KCV-11D)

(2R, 3S)-2,3- dimetilbutano-1,4-diyl) bis (2-metoxi-4,1-fenilene) bis (4-
(trifluorometil) benzoato). (AV16)
4-((2S,3R)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil-4-
butilbenzoato (AV17)

((2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diyl) bis(2-metoxi-4,1-fenilene) bis(4-
butilbenzoato) (AV18)

4-((2S, 3R)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil dimetil
fosfato (AV19).
4-((2R,3S)-4-(4-((dimetoxifosforil)oxi)-3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-

metoxifenil dimetil fosfato (AV20)

36



A continuacion, se presenta la Tabla 1 donde se puede observar los diferentes
sustituyentes utilizados para la obtencion de derivados monosustituidos y

disustituidos del AmDG.

Tabla 1. Derivados semi-sintéticos obtenidos del AmDG y evaluados en este estudio

Derivado monosustituido Derivado disustituido

H5CO O H5CO O
RO RO
Sustituyentes l l
OCH3 OCHg

OH OR
W KRM-1D
R= Br
O
R = W (%) - KRM-5M KRM-5D
@)
R = W (%) - KRM-6M
O]
R \B ::: ( () - AV17 AV18
0]

W AV16
R= F3C
@)

o KCV-5D

@_7@ KCV-11D
R= F

@_ﬂ KCV-9D
R= F4C
N

R= KCV-8D
R= A" KCV-6D
R= SN KRM-12D
|
R = O/ \N/\}?z/ (*) - KRM-13M
\__/

37



(1) - AV19 AV20

4.1.2 Cromatografia capa fina.

La cromatografia en capa fina es una técnica que tiene como principio el uso de 2 fases,
una estacionaria generalmente solida y una fase movil liquida. Esta técnica utiliza el
principio de adsorcion entre 2 fases en donde la separacion se realiza de acuerdo con el
coeficiente de reparto. La fase estacionaria puede ser una placa de gel de silice con
maltiples grupos hidroxilo (SiO2-nH20), que pueden interactuar con las moléculas y la
fase mavil esta generalmente compuesta por solventes organicos, por ejemplo: hexano,
tolueno, cloroformo, acetato de etilo, acetona, agua, etanol etc. (Vallejo-Rosero, Y. J.,
2021)

Para llevar a cabo este procedimiento se utilizé una lamina de aluminio de gel de silice 60
F254 Merck (20 x 20 cm), con indicador fluorescente 254 nm. Ademas, se utilizaron
como reveladores: Una Lampara UV marca Spectroline (254nmy 365nm) y sulfato sérico
al 1% en acido sulfurico 2N. Como fase movil, se utilizd una mezcla en diferentes
proporciones de los solventes organicos de acuerdo con las propiedades estructurales de

cada molécula, se utilizo la siguiente ecuacion para determinar el indice de retencién:

Distancia recorrida compuesto

Distancia recorrida solvente

4.1.3 Lineas celulares
Lineas celulares cancerigenas de estudio utilizadas de la biblioteca de American Type

Culture Collection (ATCC, 2021) fueron: cancer de mama (MFC-7), cancer hepético
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(HepG2), cancer de préstata (DU145), cancer de pulmoén (A549) y cancer cervicouterino
(HeLa). Lineas celulares no cancerigenas utilizadas para el estudio: Células no
cancerigenas de mama (MCF-10). Las lineas celulares mencionadas anteriormente
crecieron a condiciones de crecimiento optimo (37 °C, 5% CO2), en sus medios

correspondientes.

4.1.4 Kit para ensayo de viabilidad celular MTT

Para el ensayo de viabilidad celular se utilizaron los siguientes componentes del Kit:
Biotium: 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-bromuro de difeniltetrazolio (MTT), solucion
salina tamponada con fosfato (PBS), doxorrubicina (1,000 uM), tampon fosfato salino
(PBS), dimetilsulfoxido (DMSO), microplacas de 96 pocillos y lector de absorbancia en

microplaca (Hernandez-Delgadillo, 2021)

4.1.5 Kit LIVE/DEAD para Viabilidad/Citotoxicidad.

Para la prueba de LIVE/DEATH para viabilidad/citotoxicidad celular se utilizaron los
componentes del kit de Thermo Fisher Scientific: Medio de Cultivo Eagle Modificado de
Dulbecco (DMEM), solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS),
calceina-AM, homodimero de etidio-1 (5M), cubre objetos estériles (0.17mm), placas de
6 pocillos, microscopio de fluorescencia utilizando filtros de isotiocianato de fluoresceina

(verde) y CYS5 (rojo). Barra, 5 ym.®
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4.2 Metodologia.

4.2.1 Cromatografia Capa fina (TLC).

Se llevo a cabo un ensayo de cromatografia en capa fina para evaluar la pureza de los
derivados semisintéticos de AmDG en placas de TLC. Se colocaron entre 25uL a 50uL
de una solucion de concentracion de 5ug/mL de los compuestos en las placas. Luego se
dejaron secar y se corrieron con diferentes mezclas de solventes segun las propiedades
fisicoquimicas esperadas de cada uno, se observé cada TLC bajo luz UV de 254nm y
365nm. Posteriormente se reveld con sulfato sérico en acido sulfurico y se calentaron con

una pistola de calor.

4.2.2 Ensayo de citotoxicidad por MTT:

En este estudio se evalud el efecto anticancerigeno in vitro del AmDG y 16 derivados de
sus derivados semi-sintéticos contra 5 lineas celulares cancerigenas (MFC-7, HepG2,
DU145, A549 y Hela), mediante el ensayo de viabilidad celular MTT. Este es un método
colorimétrico basado en la reduccion del compuesto MTT por las deshidrogenasas
mitocondriales activas de las células vivas permitiendo la formacion formazan color
violeta el cual es cuantificable a una longitud de onda de 570nm. La metodologia se realizé
como lo describié Hernandez-Delgadillo et al., (2021). Cada linea celular se crecio en
cajas de cultivo a 37°C y 5% de CO: hasta que se propagaron las células en la base de la
caja y la llenaran aproximadamente en un 70-80%. Posteriormente, las células fueron
tratadas con 1mL de tripsina al 0.5% se incubaron por 5 minutos en las condiciones
previamente descritas. Luego se lavaron las células con medio DMEM para eliminar la

tripsina. Posteriormente, se coloco nuevamente 3mL de medio DMEM vy se realizé una
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disgregacion mecanica. Con esa suspension, las células se colocaron en un tubo
Eppendorf, se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos a 25°C, después se elimind el
sobrenadante y las células sedimentadas en el fondo se suspendieron con medio (DMEM)
suplementado con suero fetal bovino al 10%. Se realizd un conteo con cémara de

Neubauer, utilizando un invertoscopio.

4.2.2.1 Screening de derivados semisintéticos de AmDG.

Cuando se obtuvo el conteo de la suspension celular se realizd los célculos para preparar
una suspension celular de 5000 células/mL. 100 pL de esta suspension celular se coloco
en cada uno de los pozos de una microplaca de 96 pocillos. La placa previamente
preparada se incub6 por 24 horas a 37°C, bajo una atmosfera de CO: al 5%.
Posteriormente se adicionaron a las células, 100 microlitros de AmDG y sus 16 derivados
semisintéticos a 25 M, asi como el control positivo doxorrubicina (25 uM). Se utilizé un
control negativo el cual constaba de células cancerigenas sin ningun tratamiento, y se
incubaron las microplacas por 24 horas bajo en las condiciones antes mencionadas. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion, se agregd 10uL del reactivo MTT a cada uno de
los pozos y se incub6 la microplaca por 2 horas en obscuridad en las mismas condiciones.
Posteriormente, se retird el medio de cada pozo con una micropipeta multicanal y se
agreg6 DMSO (100 pL/pocillo) con la finalidad de disolver el producto reducido de MTT
(formazan). Por dltimo, se realizo la lectura de la densidad dptica a 570nm utilizando un

lector de placas ELISA. Se utilizo la siguiente ecuacion para el calculé del porcentaje de

viabilidad celular: o D.0. de células tratadas
% Viabilidad = - x 100
D. 0. de células control
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4.2.2.2 Evaluacion dosis respuesta (Clso) de los compuestos con mayor actividad.

Una vez realizado el screening de los derivados semisintéticos, se seleccionaron los
compuestos con mejor actividad en su correspondiente linea celular (< 50uM) y se realizd
un ensayo dosis respuesta usando la misma técnica de citotoxicidad usando MTT. Para
esto se evaluaron 5 concentraciones diferentes (6.125, 12.5, 25, 50 y 100uM) para

determinar el ICso de los compuestos més activos usando el programa de GraphPadPrism.

4.2.3 Ensayo de integridad de membrana celular y citotoxicidad (LIVE/DEATH)

En este ensayo se evalud la citotoxicidad y la actividad sobre la membrana celular del
compuesto AV18 contra la linea celular de cancer de mama (MFC-7) mediante el ensayo
LIVE/DEATH, debido a que fue el compuesto mas activo y con un mejor valor de indice
de Selectividad. Con la finalidad de comprobar su efecto citotoxico e indagar el
mecanismo de accion de este. Este es un ensayo de fluorescencia de viabilidad bicolor
rapido. La integridad de la membrana plasmatica esta determinada por el homodimero de
etidio-1 que ingresa a las células con membranas plasmaticas comprometidas o lisadas
para unirse al ADN y emitir una fluorescencia roja. La calceina-AM se hidroliza por las
enddgeno-esterasas, fluérese de color verde y sirve para visualizar y analizar la integridad
celular, ya que es permeable y se retiene en el citoplasma de las células no dafiadas. Esta
metodologia se realiz6 de acuerdo con lo descrito por Babu et al., (2017). Se coloc6 en
una placa de seis pocillos una suspension celular de 5000 células/mL de la linea MFC-7
en Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM). Las células se incubaron
a 37°C al 5% de CO durante 24 h. Posteriormente, fueron tratadas con las siguientes
concentraciones de AV18: 100, 50 y 25uM. Doxorrubicina se evalu6 a 25uM y un control

negativo, el cual constaba de células cancerigenas sin ningin tratamiento. Se incubaron
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en las condiciones antes mencionadas durante 24h. Luego se lavaron en solucion salina
tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS), se tifieron con calceina-AM (5uM),
homodimero-1 de etidio (5uM) y se incubaron a una temperatura de 37 °C durante 30 min.
Al final se visualizaron en un microscopio de fluorescencia a dos longitudes de onda 495

(Excitacion) y 515 nm (Emision).
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Andlisis comparativo de resultados obtenidos en las diferentes lineas celulares
de cancer

En la Tabla 2, se observan las diferentes lineas celulares utilizadas para el cribado en una
concentracion de 25uM. Los resultados indican que el derivado semi-sintético de tipo éster
AV18 tuvo un porcentaje de viabilidad celular del 41.60%, mientras que el AmDG y la
doxorrubicina tuvieron un porcentaje de viabilidad celular de 19.93 y 17.34%,
respectivamente frente a la linea celular de cancer de mama MCF-7. El éster AV18 fue
menos activo que el producto natural y la doxorrubicina sin embargo se selecciono este
compuesto para la realizacion de la curva dosis respuesta en la linea celular cancer de
mama MCF-7. Por otro lado, KRM-12D tuvo buena actividad frente a la linea celular de
cancer de pulmdn A549 con un porcentaje de viabilidad celular de 44.15%, por lo que
también se selecciond para la realizacion de la curva dosis respuesta. Cabe mencionar que
el producto natural AmDG y doxorrubicina tuvieron menor actividad contra esta linea
celular que el compuesto antes mencionado con porcentajes de viabilidad de 91.38 y 66.99

%, respectivamente.
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Tabla 1. Porcentaje de viabilidad (%) obtenidos del cribado a 25um de compuestos en las diferentes lineas celulares cancerigenas

Compuesto
Control Neg.
KRM-1D
KRM-5M
KRM-5D
KRM-6M
KRM-12D
KRM-13M
KCV-5D
KCV-6D
KCV-8D
KCV-9D
KCV-11D
AV16
AV17
AV18
AV19
AV20
AmDG
Doxorrubicina

Nota: Todos los compuestos fueron evaluados a 25uM. MCF-7 (Cancer de mama), A549 (Cancer de pulmoén), HepG2 (Cancer

MCF-7

%
100.00
100.00
100.00
100.00

99.10
71.15
83.13
100.00
116.63
100.00
96.70
100.00
76.38
79.07
41.60
69.80
79.00
19.93
17.34

+SD
2.47
10.82
2.69
2.12
0.71
3.32
2.55
1.98
6.65
6.51
2.55
1.56
0.14
0.78
0.92
0.64
2.99
12.23
1.34

A549

%
100.00
54.16
62.38
59.38
63.14
44.15
100.00
99.66
112.85
100.00
86.60
94.42
77.22
81.88
81.20
97.69
90.61
91.38
66.99

+SD
7.85
3.32
3.75
0.35
4.15
0.78
2.22
0.71
6.23
2.08
1.19
2.89
1.27
0.99
2.19
0.49
3.72
2.84
5.00

HepG2

%
100.00
75.05
77.02
78.74
82.47
81.88
78.10
84.25
79.08
85.65
70.45
92.73
75.71
74.81
79.61
88.31
71.56
72.21
100.00

hepatico), HeLa (Cancer cervicouterino), DU145 (Céancer de prostata)
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+SD
0.14
6.08
3.75
3.61
3.39
1.91
1.13
3.40
4.13
1.91
4.03
2.26
4.81
2.83
1.84
2.55
1.41
1.70
0.14

HelLa

%
100.00
88.87
89.06
93.68
89.62
72.57
88.12
88.74
100.00
93.76
95.19
105.7
89.54
95.35
91.58
81.96
77.98
100
84.17

+SD
5.09
2.27
3.11
5.64
3.82
6.72
2.16
3.55
3.60
3.09
3.49
1.19
4.67
3.54
5.50
3.97
3.13
2.64
6.50

DU145

%
100.00
73.21
85.25
87.08
84.30
86.88
91.05
90.84
97.86
79.89
99.19
103.87
92.17
108.95
82.40
76.30
86.06
94.61
72.84

+SD
0.78
0.42
1.56
2.97
0.40
2.36
1.63
4.88
0.00
0.15
2.19
3.18
3.54
0.49
2.55
1.70
5.37
0.57
4.10



En los resultados presentados en la Tabla 2 se evalud la viabilidad celular de varios
compuestos derivados del AmDG en diferentes lineas celulares de cancer: MCF-7 (cancer
de mama), A549 (cancer de pulmén), HepG2 (céancer de higado), HeLa (cancer cérvico
uterino) y DU145 (cancer de prostata). A continuacion, se discute la relacion entre la
estructura quimica de estos compuestos y su actividad bioldgica, utilizando como

controles el AmDG y la doxorrubicina.

Como se puede apreciar el control negativo mostré una viabilidad del 100% en todas las
lineas celulares, indicando la ausencia de citotoxicidad y sirviendo como referencia para
los efectos de los compuestos probados. Esto asegura que las observaciones de
citotoxicidad de los compuestos evaluados no son debido a factores experimentales no

controlados.

Como se observa en la Tabla 2 la citotoxicidad que presentaron todos los derivados en
contra de la linea celular HeLa a 25uM fue baja. Cabe mencionar que todos los resultados
fueron mayores al 50% de viabilidad celular, por lo que la adicion de los sustituyentes al
AmDG no fue significativa para potenciar su actividad anticancerigena contra la linea
celular antes mencionada. Es importante mencionar gque los derivados KRM-12D y AV20
(Figura 8) fueron los unicos que tuvieron ligera actividad 72.25 y 77.98%,

respectivamente, inclusive mayor a la de los controles utilizados.
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Figura 8. Estructura quimica de los derivados del AmDG mas activos para la linea de
céancer cervicouterino HeLa.

El compuesto KRM-12D es un derivado disustituido de tipo aminoéter y AV20 es un
derivado disustituido de tipo fosfato, ambos derivados presentan un Log P aceptable para
que penetren la membrana celular y llegaran a ejercer algin mecanismo. Sin embargo, al
ser baja su actividad ninguno de los compuestos fue candidato para mas estudios en esta

linea celular la cual resultd ser poco sensible a los compuestos ensayados.

La siguiente linea celular analizada de la Tabla 2 es la de cancer de préstata DU145
observandose que ninguno de los compuestos tuvo mejor actividad anticancerigena que el
control positivo (doxorrubicina). Se puede apreciar que el producto natural AmDG
(94.61%) presento baja actividad. Por otro lado, hubo dos compuestos con ligera actividad
a 25uM, los derivados éster KRM-1D y fosfato AV19 con 73.20 y 76.29%,
respectivamente (Figura 9). También podemos agregar que el éster que presenta una
porcion alifatica (KRM-1D) tuvo ligeramente més actividad que fosfato AV19. Si

comparamos ambos Log P, se puede deducir que, aunque el compuesto presente una alta
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lipofilicidad esta no es determinante para dar un mejor efecto sobre las células sometidas
al tratamiento ante esta linea celular de cancer de prostata DU145 la cual no es hormono-
dependiente. Se sabe que esto es un factor determinante para este tipo de derivados ya que
el AmDG (Compuesto fendlico y lignano) ha mostrado tener efectos anti estrogénicos y
anti androgénicos, mimetizando este tipo de moléculas debido a su estructura fendlica en

los receptores celulares.

H,CO O HLCO
. ®

HO
> (J
Br o J OCH3 OCH3
0. .0
Fu)\o
O A\
/
Br
KRM-1D AV19
% Viabilidad = 73.20 % Viabilidad = 76.29
Log P =22.00 Log P =5.38

Figura 9. Estructura quimica de los derivados del AmDG mas activos para la linea de
cancer de prostata DU145.

En resumen, ninguna de estas moléculas logro alcanzar la actividad esperada frente a esta
linea celular DU145 por lo cual ningn compuesto fue seleccionado como parte de estudio

para este tipo de cancer.

Continuando con el analisis de la Tabla 2 tenemos la linea celular de higado HepG2,

aungue ninguno de los compuestos tuvo una actividad mayor al 50% se puede destacar un
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compuesto KCV-9D el cual es un éter dando un porcentaje de viabilidad de 70.45%. Este
derivado de tipo éster es ligeramente mas activo que ambos controles. Si analizamos la
estructura del AmDG y de KCV-9D el enlace éter que se uso para formar el derivado,
ayudaria a penetrar mejor la membrana celular por la alta lipofilicidad que alcanza el
compuesto como se observa en la Figura 10 (Log P = 10.84). Mientras que el derivado
disustituido de fosfato AV20 tuvo un porcentaje de viabilidad celular de 71.56% y fue
mas activo que su correspondiente derivado monosustituido (AV 19; Figura 9) con un
porcentaje de viabilidad celular de 88.31 %, por lo que se podria decir que los compuestos

fosfatos disustituidos son mas potentes en esta linea celular.

H5CO
O H,CO
0 C
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0
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/O \
CFs
KCV-9D AV20
% Viabilidad = 70.45 % Viabilidad = 71.56
Log P = 10.84 Log P =25.85

Figura 10. Estructura quimica de los derivados del AmDG ligeramente activos para la
linea de cancer hepético HepG2.
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Siguiendo el andlisis de la Tabla 2 se puede observar en el apartado de la linea celular
A549 (Céncer de pulmdn) que uno de los compuestos evaluados KRM-12D tuvo un
porcentaje de viabilidad celular de 44.15 % comparando este valor obtenido con el de los
controles utilizados AmDG (91.18%) y doxorrubicina (66.99%), superandolos en
actividad. Si analizamos la estructura del compuesto base (AmDG) viendo como los
enlaces tipo aminoéter potencializaron la actividad del AmDG, siendo un punto clave para
el disefio de mas derivados similares a este. Es importante destacar que dentro del grupo
de compuestos evaluados (Figura 11) se encuentra otro aminoéter KRM-13M (100 %
viabilidad celular) que tuvo actividad nula frente a la linea celular, a diferencia de KRM-
12D. El aminoéter KRM-13M es una molécula monosustituida por un heterociclo de
formalina, (Kumari & Singh, 2020) se sabe que las aminas tienden a aumentar o disminuir
su actividad dependiendo si el nitrégeno esta dentro o fuera de un ciclo. EI aminoéter
KRM-12D el nitrégeno se encuentra de manera aciclica lo que refleja mejor actividad
(44.15 % viabilidad celular) sobre la linea celular A549. Por otro lado, cabe mencionar
que ambas moléculas tienen Log P similares pero diferente actividad contra la linea celular
A549,

Los derivados de tipo éster con cadenas alifaticas largas como el KRM-1D (54.16 %),
KRM-5M (62.38 %), KRM-5D (59.38 %) y KRM-6M (63.14 %) se puede observar que
fueron ligeramente mas activos que la doxorrubicina (66.99 %) en contra de la linea
celular A549, pero mas activos que el AmDG (91.38 %). Por ultimo, se selecciond el

compuesto KRM-12D para realizar estudios de curva dosis-respuesta.
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Figura 11. Estructura quimica de los derivados del AmDG mas activos para la linea de

cancer de pulmén A549

Por ultimo, se evaluo la linea celular de cancer de mama MCF-7, se analizo los resultados
de la Tabla 2, observandose que ningin compuesto tuvo un porcentaje de viabilidad
celular menor al de los controles utilizados, el AmDG (19.93%) y la doxorrubicina

(17.34%).
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En la Figura 12 se presentan las estructuras quimicas de los compuestos con mayor
actividad, donde podemos observar 2 compuestos del tipo fosfatos AV19 y AV20 con
porcentajes de viabilidad de 69.80 y 79%, respectivamente. También se encuentran 3
ésteres dentro los cuales destaca AV16, AV17 y AV18, con porcentajes de viabilidad
celular de 76.38, 79.07 y 41.60%, respectivamente. El éster AV18 se posiciono como el
compuesto mas activo contra las células de cancer de mama MCF-7. Segin Lopez &
Romero 2012, los sustituyentes usados para AV18 ayudan a la molécula a tener mayor
estabilidad ante la degradacion enzimatica celular, aumentando su lipofilicidad y
penetracion en la célula. Hartwig y MAK-Comission, 2022 indican que este tipo de
sustituyentes suelen ser citotoxicos y favorecen la generacion de especies reactivas del

oxigeno por lo cual se puede ver el incremento de la actividad anticancerigena.
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Figura 12. Estructura quimica de los derivados del AmDG mas activos para la linea de
cancer de mama MCF-7.

En resumen, las moléculas seleccionadas para los realizar los estudios de curva dosis-
respuesta son: AV18 en la linea cancerigena MCF-7 y KRM-12D en la linea cancerigena

A549.
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5.2. Curva Dosis-Respuesta del Compuesto AV18 vs MCF-7 y AV18 vs MCF-10

En la Figura 13, se observa los resultados obtenidos de la curva dosis respuesta, donde se
muestra un aumento del porcentaje de viabilidad celular con respecto a la disminucién de
la concentracion del derivado éster AV18 en la linea de cancer de mama (MCF-7).
Mientras que el porcentaje de viabilidad celular fue de aproximadamente 75 a 100% para
la linea no cancerigena de mama (MCF-10) en las diferentes concentraciones de AV18.
Por lo que se puede observar que el éster es mas selectivo para las células cancerigenas

MCF-7 y menos citotoxico para MCF-10.

Resultados comparativos de Cancer de mamay Linea
celular no cancerigena de mama

T
= 100
8 90
T 80
S 70
S 60
>
> 50
S 40
X
30
20
10
0
ControlN 6.125 uM 12.5uM 25uM 50 uM 100 uM
m MCF-7vs AV18 100 86.23 75.3 48.3 39.7 31.2
B MCF-10vs AV18 100 100 100 97.77 83.21 76.57

Concentracion pM

m MCF-7vsAV1l8 mMCF-10vsAV18

Figura 13. Porcentaje de Viabilidad celular de AV18 con las células cancerigenas
(MCF-7) y no cancerigenas (MCF-10) de mama.

En la Figura 14 se observan los resultados obtenidos por el programa GraphPad Prism 8,

donde se presentan las curvas dosis-respuesta en modo de grafica sigmoidea, para el
Max — Min

(1 + X/ICso)

célculo del 1Cso donde se aplico la siguiente ecuacion:  y = pin +
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Obteniéndose los I1Cso de cada linea celular, para MCF-7 = 18.20 uM y para MCF-10 =
41.22 uM.

_ Curva Dosis Respuesta MCF-10 vs AV18
Curva Dosis-Respuesta MCF-7 vs AV18

1004 . 1ﬂﬂm\
= 90- ICsp =18-20 nM L :g- N\ 1Csp = 41.22nM
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Figura 14. Curvas Dosis-Respuesta de AV18 frente a MCF-7 y MCF-10 y sus valores
de ICso.

El compuesto AV18 tuvo poca actividad contra las células no cancerigenas (MCF-10)
obteniéndose un valor de ICsp = 41.22uM, el cual es menos activo que el ICso obtenido en
la linea cancerigena MCF-7 (18.20uM). Si se comparan los resultados obtenidos en la
Figura 14 se puede destacar que el compuesto causa un dafio mayor a las células

cancerigenas y menor a las células no cancerigenas.

5.3. Curva Dosis-Respuesta del aminoéter KRM-12D vs A549 y KRM-12D vs LL47
En la Figura 15 se muestran los resultados obtenidos para la linea celular no cancerigena
LL47 y para la linea celular cancerigena A549. Como se puede observar los resultados
son dependientes de la concentracion del aminoéter KRM-12D. EI comportamiento de la

gréfica se puede decir que el compuesto sigue siendo mas citotoxico para las células no

55



cancerigenas que para las no cancerigenas por lo que esto descarta la posibilidad de

estudios futuros para el compuesto KRM-12D en este tipo de cancer.

Resultados comparativos de Cancer de Pulmén y Linea no
cancerigena de pulmodn
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Control N 6.125 uM 12.5 uM 25 uM 50 uM 100 um
W A549 vs KRM-12D 100 100 85.32 38.33 27.3 25.3
LL47 vs KRM-12D 100 55.23 48.34 36.61 16.47 15.48

Concentracion uM

W A549 vs KRM-12D LL47 vs KRM-12D

Figura 15. Resultados comparativos de Cancer de Pulmon y Linea celular no
cancerigena de Pulmon.

A continuacion, se presentan las graficas sigmoideas obtenidas para el céalculo del 1Cso
siguiendo el método aplicado anteriormente. Se observa en la Figura 16 los valores de
ICso calculados, obteniéndose los siguientes resultados: la linea celular cancerigena A549
tuvo ICso de 17.11uM, y la linea no cancerigena LL47 tuvo ICso de 9.49uM, confirmando,
que el compuesto es mas citotoxico frente a células no cancerigenas (LL47) que con las

células cancerigenas (A549).
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Figura 16. Curvas Dosis-Respuesta de KRM-12D frente a A549 y LL47 y sus valores
de ICso.

5.4. Anélisis Comparativo de la eficacia del compuesto AV18 y KRM-12D (indice
de Selectividad)

En la Tabla 3 se observan los resultados en conjunto para los compuestos AV18 y KRM-
12D, con sus respectivos ICso en linea celular no cancerigena y cancerigena.

Posteriormente se calculé el indice de selectividad para ambos compuestos, utilizando la
ICsq células no cancerigenas

siguiente ecuacion: Indice de selectividad = - -
ICsq células cancerigenas
El indice de selectividad del compuesto KRM-12D como era de esperarse de acuerdo con
los ICso obtenidos fue menor a 1, lo que indica que el compuesto es mayormente citotoxico
para las células pulmonares no cancerigenas que las cancerigenas. Por otro lado, el
compuesto AV18, obtuvo un indice de selectividad de 2.26, lo cual es indicativo de que
el éster AV18 es mas citotdxico contra las células cancerigenas de mama y menos
citotoxico contra las células no cancerigenas de mama. Por lo que AV 18 fue seleccionado

para estudios posteriores de mecanismo de accién, realizando la prueba de LIVE/DEATH

(Figura 17).
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Tabla 2. ICs e indice de selectividad (IS) de derivados de AmDG.

Compuesto vs linea celular 1Cs0 (LM) indice de selectividad
(15)
AV18 vs MCF-10. (Normal) 41.22 £2.17
- 2.26
AV18 vs MCF-7. (Cancerigena) 18.20 £1.98
KRM-12D vs LL47 (Normal) 9.49+1.19
KRM-12D vs A549. (Cancerigena) 1711+ 211 0.55

5.5. Aporte al Mecanismo de Accion de AV18 mediante la Prueba LIVE/DEATH

En la Figura 17 se observan las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia de
la prueba de LIVE/DEATH. Los resultados indican que el control positivo doxorrubicina
causa dafio similar que el compuesto AV18 a una concentracion de 25uM. También se
observan células tefiidas de color verde que son metabdlicamente activas. Esto es posible
gracias a la presencia de esterasas que convierten la calceina-AM en calceina, que es una
molécula fluorescente a 485nm. Las células que presentan fluorescencia roja indican que
han experimentado cambios en la membrana debido a apoptosis 0 necrosis, lo que permite
la penetracion del homodimero de etidio-1, que es impermeable a la membrana.

En las imagenes obtenidas de las células tratadas con el derivado AV18, se observa un
patron fluorescente a concentraciones de 25, 50 y 100uM. Al analizar la morfologia de
estas células tratadas, se aprecia que las células se hacen redondas. Ademas, al combinar
los filtros, se identifican células con membrana intacta tefiidas de rojo, lo que sugiere que
estan entrando en un proceso de muerte celular. También se nota una reduccion de

pseudopodos en algunas células, las cuales muestran una coloracion verde menos intensa
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en comparacion con el resto de las células que no presentan cambios visibles en su
morfologia. Lo anterior es consistente con el hecho de que la apoptosis mantiene la
membrana intacta hasta las Gltimas etapas del proceso. También, se observa que algunas
celulas tefiidas de rojo tienen una morfologia redondeada y de tamafio pequefio, o en forma
de medialuna en algunos casos, lo que puede ser indicativo de fragmentacién nuclear.
Haciendo un analisis mas detallado de las células tratadas con el compuesto AV18, se
puede observar que si se aumenta la concentracion a 50 uMy 100 uM se aumenta el dafio
a las células cancerigenas. Esto indica que el dafio celular que causa este compuesto es

dependiente de la concentracion.
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Figura 17. Ensayo de LIVE/DEATH AV18 vs MCF-7.

De manera general los derivados semisintéticos de AmDG demostraron tener una buena
respuesta contra lineas celulares cancerigenas. Una amplia gama de estos compuestos
obtuvo mejor actividad anticancerigena que su precursor natural AmDG a 25uM. Se
destaca la actividad de los compuestos AV19, AV-20 y KRM-12D contra cancer
cervicouterino (Tabla 2). Los derivados KRM-1D, KCV-8D y AV19 contra cancer de
prostata (Tabla 2). El derivado KCV-9D y AV20 contra cancer hepatico (Tabla 2). El

derivado KRM-12D contra cancer de pulmoén (Figura 15). El derivado AV18 contra
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cancer de mama (Figura 13). Los cuales presentaron menores porcentajes de viabilidad
celular comparados con el AmDG, lo que se traduce en una mejoria de la actividad
citotoxica en base a las modificaciones semisintéticas realizadas sobre el AmDG.

Uno de los derivados semisintéticos con mayor actividad evaluados en este estudio fueron
el derivado KRM-12D que demostré tener una actividad citotoxica moderada (ICso
=17.11uM) contra la linea celular cancerigena de pulmoén (A549). Otro derivado el
compuesto AV18 tuvo una actividad citotoxica moderada (ICso = 18.20 puM) contra la
linea celular cancerigena de mama (MCF-7). Lo anterior en base a los criterios de
validacion de ensayos de citotoxicidad de Indrayanto, et al. (2020).

El compuesto AV18 mostré mayor selectividad contra las células cancerigenas en
comparacion con las normales segln su indice de selectividad (IS = 2.26) obtenido de la
evaluacion entre la linea celular cancerigena (MCF-7) y la normal de mama (MCF-10).
En base a los criterios de Indrayanto., et al. (2020), el compuesto AV18 es candidato a
una reevaluacion para dar seguimiento a su selectividad con otro biosistema (in vitro e in
vivo). Por otro lado, se destaca un comportamiento dosis dependiente de ambos
compuestos debido a la disminucion de la viabilidad celular en medida la concentracion

de ambos derivados (Figura 13 y Figura 15).
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

Se logré determinar la actividad anticancerigena de los derivados semisintéticos de
AmDG, obteniendo en la mayoria de los casos mejores resultados que su precursor natural.
Lo cual indica la notoria mejoria de la actividad citotoxica de los compuestos
semisintéticos que se sintetizaron en base al lignano AmDG. El compuesto AV18 destacd
por su actividad citotoxica moderada (ICso = 41.22 uM) y buena selectividad (IS = 2.26)
contra la linea celular de cancer de mama (MCF-7). Por lo que se propone realizar estudios
complementarios para conocer mas sobre su mecanismo de accion, asi como estudios in
silico e in vivo.

El derivado semisintético KRM-12D también destac6 por su actividad anticancerigena
moderada (ICso = 17.11uM) frente a la linea celular de cancer de pulmén A549, pero fue
citotoxico para células no cancerigenas de pulmén (LL42), obteniéndose en este caso un
SI menor de uno (0.55).

El mecanismo de accién de AV18 sugiere que esta molécula tiene la propiedad de activar
la apoptosis de igual manera como lo hace el AmDG de acuerdo con el ensayo de
LIVE/DEATH.

Finalmente, se acepta la hip6tesis planteada, ya que al menos 2 de los derivados fueron
mas citotoxicos que el producto natural AmDG y la doxorrubicina, dando paso a
seleccionar el compuesto AV18 para estudios posteriores in vitro, in vivo o in silico, para
continuar estudiando su mecanismo de accion, y es posible candidato para la obtencion de

nuevos farmacos quimioterapeuticos mas seguros para el paciente.
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CAPITULO VII

PERSPECTIVAS

Evaluar el compuesto AV18 frente a una linea de cancer de prostata hormono-
dependiente como la linea celular PC3

Realizar més estudios para indagar sobre el mecanismo de accién, como el estudio de
las Caspasas 3 y Anexina V, asi como adicionar un estudio para el dafio a la membrana
(Deteccion de LDH)

Evaluar el comportamiento de la actividad anticancerigena de las moléculas
monosustituidas con respecto a las disustituidas de KRM-12D y AV18

Reevaluar el ICso de KRM-12D y AV18 a las 48 horas de tratamiento

Realizar pruebas de Genotoxicidad como el ensayo Cometa para AV18

Sintetizar nuevas moléculas, pero con un patron similar de sustituyentes, para ver si
se potencia mas el efecto antitumoral.

Realizar pruebas en animales de experimentacion para verificar la eficacia y seguridad

del derivado AV18
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ANEXO 1. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS DERIVADOS DEL AmDG DEL

TIPO ESTER
H3;CO O
e}
o
Br O OCHj

Br

(£)-1-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-(2R,3S)-dimetil-4-[4-
(4-bromobenzoiloxi)-3-metoxifenillbutano (KRM-1D)

H3CO
o ‘

meso-1,4-bis(3-metoxi-4-palmitoiloxifenil)-
(2R,3S)-dimetilbutano (KRM-5D)

H3CO
HO ‘
g OCHj3

O O

4-((2S,3R)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-
dimetilbutil)-2-metoxifenil-4-butilbenzoato
(AV17)

H,CO
0._0O ‘

H3CO
HO ‘
g OCH,

o

79)0

(%)-1-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-(2R,3S)-
dimetil-4-(3-metoxi-4-palmitoiloxifenilo)

(KRM-5M)
H;CO
o) ‘

meso-1,4-bis(3-metoxi-4-
estearoiloxifenil)-(2R,3S)-
dimetilbutano (KRM-6D)

HaCO
5 :‘ECHs

CF3
((2R,3S)-2,3- dimetilbutano-1,4-diyl)
bis(2-metoxi-4,1-fenilene) bis(4-
(trifluorometil)benzoato). (AV16)

((2R,38)-2,3-dimetilbutano-1,4-diyl) bis(2-
metoxi-4,1-fenilene) bis(4-butilbenzoato)
(AV18)
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ANEXO 2. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS DERIVADOS DEL AmDG DEL

TIPO CARBAMATO

H,CO ﬂ'i]
0)
salle
O+ O
Y

N

O

4,4°-[(2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil]bis(2-
metoxi-4,1-fenileno) bis(pirrolidina-1-carboxilato)
(KCV-5D)

OCH;
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ANEXO 3. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS DERIVADOS DEL AmDG DEL

TIPO ETER

HsCO HaCO
0 ‘ 0 ‘
F/©) O OCH; F30/©) O OCH;
o 0

F CFs
4,4°-[(2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil]bis[1-(4- 4,4°-[(2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diillbis[2-metoxi-
fluorobenciloxi)-2-metoxibenceno] (KCV-11D) 1-(4-(trifluorometil) benciloxi)benceno] (KCV-9D)
H3;CO O H;CO O
o} ﬁo
O OCH, I OCHj3
e} 0]
J
Vi
4,4"-[(2R,38)-2,3-dimetilbutano-1,4-diillbis [1- 4,4°-[(2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil]bis[1-
(but-3-eniloxi)-2-metoxibenceno] (KCV-6D) (hept-6-eniloxi)-2-metoxibenceno] (KCV-8D)
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ANEXO 4. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS DERIVADOS DEL AmDG DEL

TIPO AMINOETER

O
<IN OCHs
S
R

2,2'-((((2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diilo)bis(2-
metoxi-4,1-fenileno))bis(oxi))bis(N,N-
dimetiletan-1-amina)
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HsCO
HO E
g OCH,4

£

()-1-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-
(2R,3S)-dimetil-4-(4-acetoxi-3-
metoxifenil)butano (KRM-13M)



ANEXO 5. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS DERIVADOS DEL AmDG DEL

TIPO FOSFATO

H,CO [li:
HO
g OCH;

05,0
| \O/

SN

4-((2S,3R)-4-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-
metoxifenil dimetil fosfato (AV19)

4-((2R,3S)-4-(4-((dimetoxifosforil)oxi)-3-
metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-
metoxifenil dimetil fosfato (AV20)
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aminoether derivative meso-11 showed potent cytotosicity
against A5S49 (IC,=17.11+2.11 pM), whereas it resulted more
cytotoxic against the LL-47 lung nommal cell line (IC,=949+
1.19 uM) having a Selective Index (5I) of 0.55. On the other
hand, the esther derivative meso-20 exhibited potent activity
against MCF-7 (ICsp= 1820+ 198 pM), whereas it displayed
moderate cytotoxicity against the MCF-10 breast normal cell
line (IC=4122+ 217 pM) with a 51 of 2.2. Finally, studies on
the mechanism of action of meso-20 indicated disruption of
MCF-7 plasma membrane in witro and the AMPE activation in

hawe been focused on the discovery and development of new
anticancer drugs with nowel scaffolds and mechanisms of
action ™

Promising anticancer lignans have been reported to display
potent activity inwvitro and in vive against breast, lung, colon,
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suggesting that sterecchemistry around the dimethylbutane
fragment plays no determinant role in cytotosicity." =7
However, substitution patterns around the cathecol fragments
ssem to have an influence on cytotoxicity."*™ Recently, we
reported the antibacterial and cytotoxic profiles of meso-1 semi-
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Figure 1. The mess-dehydroguaiaretic acid (meso-1) and its analogues.
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