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RESUMEN

Las histonas desacetilasas son un grupo de enzimas que se caracterizan por catalizar
la separacion de un grupo acetilo de las lisinas acetiladas en las histonas, esto tiene
como efecto la compactacion del material genético involucrado en esa regién y la
supresion de su expresion; la funciéon de estas enzimas es aberrante en células
neopldsicas; por otro lado, se descubri6 que el acido valproico inhibe a este grupo de
enzimas, promoviendo la expresion de genes suprimidos en las células tumorales,

provocando detencién del ciclo celular y/o apoptosis.

Nuestro equipo de trabajo propuso la evaluacién in silico de una seria de derivados
del acido valproico, y a partir de los resultados de esta evaluacién sintetizar a

aquellos derivados con mejores mejores valores de interaccién predichos.

Un derivado fue sintetizado y caracterizado tras el virtual screening, para
posteriormente ser evaluado en cultivos celulares de cadncer cérvico-uterino vy
rabdomiosarcoma, buscando alteraciones en la proliferacion, viabilidad celular y

apoptosis.

Por ultimo se trataron células de cancer cérvico-uterino con el derivado y con VPA, se
extrajo el RNA y se realizaron microarreglos de expresion para caracterizar los
cambio en el perfil de expresion de las células tumorales, provocados por el

tratamiento.
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ABSTRACT

Histone deacetylases are a group of enzymes that are characterized for catalyzing
the separation of the acetyl group of the acetylated lysines on histones. This has an
effect of compaction of genetic material involved in the region deacetilated; and
therefore the suppression of gene expression. The role of these enzymes is aberrant
in tumor cells. On the other hand, it was found that valproic acid inhibits this enzyme
group, promoting the expression of genes suppressed in tumor cells, causing cell

cycle arrest and / or apoptosis.

Our team proposed an in silico evaluation of a series of valproic acid derivatives, and
from the results the synthesis and evaluation of those derivatives with best

interaction predicted values.

A derivative was synthesized and characterized following the virtual screening and
then it was evaluated in cell cultures of cervical cancer and rhabdomyosarcoma,

looking for changes in proliferation, cell viability and apoptosis.
Finally, cells from cervical cancer were treated with the derivative and VPA, we

extracted the RNA and expression microarrays were performed to characterize the

change in the expression profile of tumor cells, caused by the treatment.
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1 INTRODUCCION

El cdncer es considerado como un grupo de patologias que se pueden comportar de
modo distinto, tener diferente prondstico, y evolucionar cada una de manera muy
particular, sin embargo en todas ellas existe un comdn denominador: la pérdida de la
capacidad de la célula para controlar su proliferacién, lo cual puede ser secundario a
la alteracion de su material genético o a la desorganizacién de sus procesos
epigenéticos!”.

El cadncer es una de las principales causas de muerte por enfermedad en México, solo
después de las provocadas por las complicaciones secundarias a diabetes mellitus y a
hipertension arterial, por lo que se considera un problema de salud publica que

necesita atencién.

Durante décadas, se han hecho grandes esfuerzos por encontrar tratamientos
eficaces contra el cancer, pero hasta el momento los que han sido exitosos son
toxicos; por otro lado, el acido valproico (VPA) se ha usado por mucho tiempo como
terapia contra epilepsia, bipolaridad, entre otras patologias psiquidtricas”?, y se ha
descrito recientemente su actividad antiproliferativa en células neoplasicas®, lo que
ha llevado a este farmaco a ser empleado en pacientes con cdncer, principalmente
aquellos de estirpe hematoldgica, aunque su utilidad en tumores solidos esta siendo
ampliamente evaluada®; su accidn antineoplasica es debida a la inhibicién de la

enzima histona desacetilasa (HDAC)/.

Considerando que los estudios de acoplamiento molecular son una herramienta
computacional que permite predecir el modo de unién y la afinidad tedrica de
moléculas con posible accién farmacolégica sobre un blanco en particular, en este
trabajo se propuso evaluar in silico una familia de compuestos derivados del acido

valproico. Tales compuestos fueron disefados con el fin de incrementar la afinidad
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con respecto al compuesto padre y de manera indirecta su capacidad inhibitoria
sobre las HDAC; una vez evaluados teéricamente los compuestos, se procedi6 a
sintetizar a aquellos con los mejores resultados de unién y energia libre de Gibbs,
para después caracterizarlos por resonancia magnética nuclear (RMN),
espectrometria de masas. Posteriormente uno de los compuestos fue evaluado en
cultivo celular de células neopldsicas buscando un efecto antiproliferativo. Después
se hicieron microarreglos de expresién para identificar los cambios en los perfiles de
expresion genética de células neopldsicas tratadas con acido valproico y con los
compuestos de este trabajo, con lo que se integraron las vias metabdlicas que

sufrieron modificacién ante la exposicion al farmaco.

Es por lo anterior, que el tema central de este estudio fue evaluar in silico, sintetizar,
caracterizar y evaluar in vitro una familia de derivados del acido valproico, con

posible uso antineoplasico.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Epidemiologia del Cancer

El Instituto Nacional de Cancer de EUA reporté en el 2006 una incidencia global de
casos de cancer de ambos sexos de 456.20 por cada 100,000 habitantes, asi como
una prevalencia de 2.7076%, lo que representa alrededor de 11,384,892 pacientes®.
El reporte anual sobre el estado del cancer en el 2008 indic6é que hubo una
disminuciéon del 0.8% en la prevalencia®”, alin asi, la cantidad de pacientes que
existen, mantienen a esta patologia como un problema de salud publica.

En México, el Registro Histopatolégico de Neoplasia Malignas (RHNM) establecio
que el cancer provocaba el 13.1% de todas los fallecimiento por todas las causas,
teniendo una tasa de 55.2 por cada 100,000 habitantes”; mientras que el Sistema
Nacional de Informacion en Salud (SINAIS) reporté en el 2005 que las defunciones
provocadas por cancer ascendian a 26,243, tomando en cuenta solo los tipos de
tumores mas frecuentes (pulmén, estébmago, higado, préstata, cérvico-uterino), lo

que lo colocd en la 5° causa de muerte en la RepUblica Mexicana?.

2.2 Génesis del Cancer

A pesar de que existen multiples factores asociados a la génesis del cancer, algunos
de ellos no identificados plenamente, hay informacion suficiente que sugiere que las
causas para que una neoplasia se desarrolle son las mutaciones (deleciones,
translocaciones, etc.) en genes especificos, que al interactuar, condicionan la
fisiopatologia de un cancer especifico y Ffinalmente su evolucién hacia la
diseminacién a otros 6rganos a distancia llamada metéstasis/. Entre los genes que
son susceptibles de provocar cambios preneopldsicos y aumentar el riesgo de
presentar la enfermedad se encuentran los oncogenes (por ejemplo: KIT, MET,
PDGFRA, RET), que son genes que se expresan de manera selectiva durante la

embriogénesis, tiempo en el que condicionan proliferacién y diferenciacién de
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grupos celulares, y cuando llega el momento, los estimulos que los mantienen
transcripcionalmente activos cesan y entonces se mantienen “apagados”®. Por otro
lado, los genes supresores de tumores (por ejemplo: APC, CYLD, CDK4, p53), son
genes que se activan posteriormente y sus consecuencias se observan en el
mantenimiento del ciclo celular fuera de la fase de mitosis, lo que permite la
diferenciacion y funcionalidad de la célula y la evaluacion y/o reparacion de los danos
al material genético, lo que previene alteraciones heredables a las células hijas en el
caso de que los estimulos externos induzcan a la célula a replicarse!"?.

Existe otro grupo de genes, a los que se les ha llamado genes estabilizadores del
DNA (por ejemplo: ATM, BLM, FANCA, XPA), aunque sus funciones no estan bien
identificadas, se cree que mantienen la estructura del material genético y participan
en la reparacién del mismo!".

Hoy se sabe que son solo algunas mutaciones en los genes antes expuestos los que
inician el proceso neoplasico, sin embargo, el escape inmunoldgico, la perpetuaciéon
de la clona y la evasién de la apoptosis son procesos que se originan gracias a

alteraciones epigenéticas/?.

2.3 DNA, histonas y epigenética

Los genes estan ubicados a lo largo de la cadena del acido desoxirribonucleico (DNA)
gue contiene cada célula en su nlcleo. El DNA es un polimero de bases nitrogenadas
que estd compactado gracias a la participacion de un grupo de proteinas bdsicas
llamadas histonas.

Las histonas son octameros conformados por dimeros de las subunidades 2A, 2B, 3y
4. En estas proteinas se enrolla el material genético y por tanto las interacciones
interhistonas facilitan o limitan la accesibilidad de los promotores nucleares a las
cadenas de DNA, lo que induce o inhibe la transcripcién del gen en cuestion/’?. Los
mecanismos que provocan cambios conformacionales y por tanto de interacciéon
entre las histonas son la acetilacion, metilacién, fosforilacién y la ubiquitinacion. La

acetilacion/desacetilacién es el principal moderador de la interacciones
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interhistonas, estos cambios se logran mediante la participacién de enzimas
[lamadas histona acetiltransferasa (HAT) e histona desacetilasa (HDAQ),

respectivamente (figura 1)"%.

s :
®
Deacetylation Acatylation
@ [HDAZ) '@ (HAT) @
(ng
@ P
ClC] i) clo
r__.-- r r___;-____.z
I,
®® ®&® B®

Figura 1. Cambios estructurales mediados por acetilacién/desacetilacién. Pons, D (2009);
Eu Heart J, 30:266-77.

El mecanismo es el siguiente: si los grupos acetilo localizados en las cadenas
laterales de los residuos de lisina ubicados en las colas de las histonas se hidrolizan,
los efectos hidrofilicos y estéricos disminuyen, por lo tanto, las histonas se acercan
entre si (o se compactan) y como consecuencia inhiben la trascripcién del DNA ya
que la maquinaria transcripcional no puede acceder a los promotores de los genes
en cuestién; por otro lado, si estas colas se acetilan, se crea repulsién entre histonas
y estas se separan, exponiendo los genes que contienen, permitiendo asi su
transcripcion/’“. Un ejemplo de este control epigenético es el aumento (cuando la
produccion estaba reprimida) de la expresion del gen de la proteina P21 cuando hay
acetilacién no selectiva de las histonas nucleosomales/”; la proteina derivada de
este gen es CDKN1A (Ciclin-Dependent Kinase Inhibitor 1), esta macromolécula es un

efector antiproliferativo cuya produccion es estimulada como consecuencia de dafno
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genético, este proceso es mediado por p53, y se sabe que generalmente dicha via
esta reprimida en procesos neoplasicos/"?.

El control de la activaciéon o silenciamiento de genes es un proceso dindmico en
donde las HDAC's juegan un papel importante; algunas de ellas son reclutadas por
proteinas de unién DNA-metilado, actuando como un “segundo candado” (figura 2)
sobre genes cuyo promotor se encuentra silenciado por metilacion/’”; también

pueden ser reclutadas por complejos represores como polycomb/’?.

Repressors Activators
HMTs
Suvasht (K9 H3) o
RIZ1 (K9 H3) EMI1 HMTs
Suv4-20h (K20 Hd) E7Ho MLL1 (K4 H3)
SETS (K20 H4) T
HDACS p300
MBDs HDAC1 CRP
MeCP2 HODAC2 pCAF
MBD1 MOZ
MBD2 MORF B
MBD3 MOF
CH;CH.CH, - CH, CHy CH,CH CH
w0l I I | o vl o 1177
DHMTs
DMMT
DMMT3b
Tumour-suppressor gene Oncogene

Figura 2. Reclutamiento de HDAC/HAT. Esteller, M (2006); Br J Cancer, 94:179-83.

2.4 HDAC y su inhibicién

Las histonas desacetilasas son una familia de enzimas dependientes de zinc que se
encuentran involucradas en los procesos antes mencionados, y se dividen en cuatro
grupos principales, el grupo 1 conformado por las isoformas 1, 2, 3 y 8 las cuales se
encuentran principalmente en el nuicleo, el segundo grupo contiene dos sitios
cataliticos en su estructura y tiene distribuciéon entre el citoplasma y nucleo; en el
tercer grupo (o sirtuin) se agrupa a todas aquellas que utilicen NAD como cofactor

en lugar de zinc; por ultimo en el grupo 4 se encuentra la isoforma 11, que comparte
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homologia con el grupo 2 pero carece de uno de los sitios cataliticos. El sitio
catalitico del grupo 1 se encuentra altamente conservado, conteniendo aminoacidos
aromaticos (Phe, Tyry Trp ), y acidos (Asp) principalmente, asi como un ion zinc; el
mismo comportamiento se encuentra en el grupo 2, que incluye a las isoformas 4, 5,
6,7,9y 10, conservando el sitio catalitico pero teniendo ligeras diferencias.

Las HDAC's remueven los radicales acetilos del grupo €-amino de las lisinas de las
histonas nucleosomales/””, esto ocurre en el sitio catalitico, el cual es un bolsillo
pequeno en el fondo del cual se encuentra un i6n zinc tricoordinado con los
aminodcidos D258, D168 e H170 (Figura 3), se ha propuesto que el mecanismo de
accion inicia con la interaccion del acetilo con el zing, el cual induce un cambio en la
densidad electrénica del carbonilo, el cual se convierte en un sitio vulnerable de
sufrir un ataque nucleofilico por una molécula de agua que mantiene en la cercania
el residuo H131, posteriormente el grupo amino interactia con H132, el cual provoca
un cambio electrénico, permitiendo la ruptura del enlace carbono nitrégeno y
liberando asi al acetato %, La diferencia entre el patréon de cambio epigenético de
cada isoforma no depende de su actividad, ya que el sitio catalitico se encuentra
altamente conservado y su actividad enzimatica es idéntica en cada caso, sino de los
diversos complejos nucleares que reclutan a cierta isoforma de manera selectiva’?”.,
La importancia de las HDAC's como blanco farmacolégico, radica en que se ha
establecido el hecho de que la mayoria de los procesos que aventajan a la célula
neopldsica, confiriéndole los mecanismos necesarios para sobrevivir (desarrollar
resistencia a quimioterapicos, etc.), son consecuencia de la represion epigenética de
ciertos grupos de genes relacionados funcionalmente a través del reclutamiento
aberrante de HDAC's?",
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Figura 3. Sitio catalitico y mecanismo de desacetilacion de HDAC. Mai, A (2005); Med Res
Rev. 25:261-309

Actualmente se han desarrollado farmacos que inhiben la actividad de la HDAC
(HDACI's)?? y se estan evaluando como posibles antineoplasicos, en fase preclinicay
fases 1y 2, para el tratamiento de leucemias y tumores sélidos??.

Los HDACI's suprimen la actividad de multiples HDAC's, lo que lleva a un incremento
en la acetilacién de histonas, esto a su vez, incrementa la expresion de genes
especificos con funciones variadas, desde el control de la morfologia, metabolismo
celular, arresto del crecimiento, diferenciacién y apoptosis?¥, y como efecto se
observa diferenciacion, arresto del ciclo celular y apoptosis?’.. Estos inhibidores se
pueden agrupar en dos clases: los naturales como la tricostatina A (TSA), la apicidina,
el butirato de sodio, la depudecina, el taxol, entre otros; y los sintéticos como la
piroxamida, los andlogos de TSA, la oxamflatina, la sulfonamida del acido
hidroxdmico, escriptaid, los derivados del fenilbutirato y el &cido valproico??. Es
importante senalar que una caracteristica de la mayoria de estos compuestos, es que

tienen un anillo aromdatico y un grupo funcional (como el acido hidroxdmico) que
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produce quelacion del ion ubicado en el sitio catalitico; se ha especulado que es

debido a lo anterior que la mayoria de los HDACI's actuales son inespecificos.

2.5 Acido valproico

El 4cido valproico (VPA) es un farmaco que desde décadas atras se ha usado como
antiepiléptico con muy buenos resultados, también se ha utilizado en el tratamiento
del desorden bipolar y como profilaxis de la migrafia”??. En la actualidad, y como
resultado de varios estudios que han demostrado su capacidad como inhibidor de la
HDAC?”, se estd evaluando su efectividad como antineopldsico; como antecedente
de estos hechos, desde 1985 se descubrié su capacidad para inhibir la proliferacién
celular en el neuroblastoma murino y en células de glioma, también se ha
encontrado que la exposicion continua a VPA induce la diferenciacion de varias lineas
celulares e induce la apoptosis en carcinoma de mamay en leucemia mieloide. Existe
al momento discrepancia entre si este farmaco inhibe solo a las HDAC's de clase 1/,

o actla indiferentemente sobre clases1y 2a%%.

Eyal S.y cols en 2005 determinaron la inhibicién de las HDAC's de forma no selectiva
usando isomeros estructurales de VPA, encontrando que los mas potentes fueron el
4-ene-valproico y el 2-ene-valproico, con una ICso de 1.5 mM y 2.8 mM
respectivamente, mientras que para el VPA fue de 1.5 mMZ%, Del mismo modo, se
encontré una relacién entre la inhibicion de HDAC y la citotoxicidad en las células
tumorales®?. Lo anterior ha dado pauta a mads investigadores para dar un
seguimiento de cerca a este hallazgo, por ejemplo, se demostré la eficacia del VPA
en producir inhibiciéon del crecimiento celular, aumento de apoptosis en células de
cancer endometrial, del mismo modo que en ratones con el mismo tumor sin

aparicion de efectos adversos””.

Recientemente se ha estado explotando este blanco fFarmacolégico desde el punto

de vista experimental usando VPA, ya que aunque existen HDACI's mas potentes,
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tienen limitantes como toxicidad, vida media corta y baja biodisponibilidad, en
cambio el VPA, muestra potencia moderada a concentraciones terapéuticas®?; sin
embargo, es importante hacer mencién que el VPA tiene ciertas desventajas
Farmacolégicas debido a que para ciertos pacientes (1% de la poblacién pediatrica’®
puede provocar dafo hepatico irreversible”’ ya que se ha descrito que provoca
aumento en las transaminasas en 11% de los pacientes en algin momento del

tratamiento??.

Se realiz6 un estudio para establecer una probable funcién como profilaxis
antineoplasica en pacientes en tratamiento crénico de enfermedades neurolégicas
con VPA, basados en el efecto antitumoral de este compuesto, y se encontré que la
incidencia de cancer en todos los grupos fue la misma, por lo que este compuesto no

modifica el riesgo de presentar alguna neoplasia’®?.

Debido a los efectos prometedores y las décadas de conocimiento sobre el uso de
VPA, se han realizado varios estudios probando su efectividad solo o en combinacién
con otros quimioterdpicos; respecto a esto, Catalano et al, encontraron que la
administracion de este farmaco aumentaba la sensibilidad a doxorubicina en células
de cancer tiroideo anaplasico, uno de los tipos de neoplasia con peor prondstico
dada su resistencia a quimioterapicos?”?. Este HDACI se ha usado también en la
terapia de cancer de préstata (tanto en linea celular como in vivo), en lo que Xie et al
en 2006 encontraron que la administracion aguda producia una acetilacién neta de
histonas H3 y esto reqgulé a la alza a p21, el receptor de andrégeno y el antigeno
especifico prostatico, por otro lado encontraron que la administracion crénica llevo a
un descenso en la tasa global de proliferacién debido a un aumento en la expresion
de las caspasas 2 y 357, Del mismo modo, Kaiser et al, describieron los efectos de el
tratamiento de VPA en lineas de mieloma multiple, en el cual caracterizaron una
detencién del crecimiento y apoptosis mediada por incremento en la expresion de

p21y p27, asi como debido a un descenso en la produccién de VEGF?2,
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2.6 Procedimientos in silico

Debido a lo rapido y econémico que resulta disefar y generar farmacos, por métodos
tedricos-computacionales, se ha implementado una nueva disciplina [lamada
tamizaje a gran escala o "virtual screening” (VS)?%, donde se utilizan algoritmos
basados en propiedades fisicoquimicas de moléculas de pequeno y de gran tamano
para predecir, simular y estudiar sus interacciones con otras moléculas, lo cual es
resultado de infinidad de estudios experimentales tales como difraccién de rayos X,
resonancia magnética nuclear, microscopia electrénica de barrido?. Una vez que se
efectla el VS usando docking (acoplamiento molecular), se procede a sintetizar los
mejores compuestos y a evaluarlos in vitro e in vivo™".

El método de docking consiste en la prediccion de la orientacién y posicion
termodindmicamente mas probable de una molécula con respecto a una segunda,
cuando se les hace interaccionar hasta formar un complejo estable”. Con esta
informacion, y teniendo en cuenta las teorias termodindmicas es posible conocer el

equilibrio de esa interaccion#”.

Computacionalmente, la simulacién de docking puede ser definida como un
problema de optimizacién, que resolverd el problema encontrando la mejor posiciéon
y orientacion de la interaccion, que es la traduccion computacional del proceso de
reconocimiento ligando-receptor ( 0 enzima-sustrato)®”.

Durante el computo, el algoritmo toma en cuenta descriptores de acoplamiento
geométrico y complementariedad de superficies, donde la superficie de la
macromolécula se caracteriza en términos de d4rea de superficie accesible al
solvente®”, El ligando se mueve a través de los espacios accesibles de la proteina,
una vez escogido un lugar de forma aleatoria, se realiza una serie de movimientos
adicionales dentro del ligando, como son movimientos conformacionales, rotaciones
en angulos de torsién y traslacionales; cada movimiento hecho en el espacio del
ligando induce un cambio de energia en el sistema, por lo tanto después de cada

movimiento en cada paso la energia total del sistema es calculada.

11
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Durante la evolucién del proceso, los resultados pasan por un puntaje, que le da un
ranking a cada solucién, este puntaje es calculado tomando en cuenta interacciones
débiles (debido a que estas interacciones son las que mas frecuentemente se
encargan de estabilizar al complejo en modelos de interaccion reversible), por tanto,

las mejores soluciones son aquellas que tienen una energia total menor”.

La termodinamica auxilia este proceso, al calcular el cambio de energia total en el
sistema (AG) entre cada interaccién en condiciones estandar. Es posible conocer el
equilibrio y por tanto indirectamente la afinidad del ligando (Kd), al llevar los

resultados a la segunda ley de la termodindmica:
AG = RtlnKd (Eq. 1)

El programa usa un algoritmo genético lamarkiano para generar resultados de
probables conformaciones en el espacio de busqueda, y al término del proceso, se
enlistan de forma descendente, a partir de su energia de unién (la cual se calcula
como la sumatoria de todas las energias del sistema, como se describe enla Eq. 2) y
la de mejor puntaje se considera el 6ptimo global.

AGT = YAGP (AGH + AGvdw + AGD.....) (Eq. 2)

Donde AGT es cambio en la energia total del sistema, YAGP es la sumatoria de las
energias parciales de interaccién; AGH es la energia de interaccion atribuida a
puentes de hidrégeno; AGvdw es la energia de interaccién atribuible a interacciones
de van der waals, y asi sucesivamente con todos los tipo de interaccion débiles

(i6nicas, aromaticas, electrostaticas).
La dindmica molecular es un método tedrico en el que se considera que los dtomos
son esferas solidas unidas por resortes, conformando en forma global un sistema

fisico que tiene la capacidad de moverse siguiendo las leyes de la fisica newtoniana,

12
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este método es en particular Gtil para calcular los movimientos de una proteina, con
el fin de conocer los dominios que presentan cambios conformacionales, o con la
intencién de llevar una estructura previamente cristalizada a un estado mas
acercado al encontrado de forma fisioldgica, ya que durante la cristalizacién de una
proteina en necesario en ciertas ocasiones modificar las condiciones de solvente y

temperatura.

2.7 Procedimientos in vitro

Los modelos in vitro que incluyen cultivos de células de tumor permiten medir la
concentracion inhibitoria media (Gls)) de un compuesto para generar apoptosis,
diferenciaciéon o impedir la proliferacién. Una prueba frecuentemente usada para
medir viabilidad celular es la aplicacién de una sal de tetrazolio (MTT, XTT, WST-1) a
un cultivo, y la viabilidad se interpreta de forma indirecta al medir el cambio de
absorbancia que generan las células al transformar a nivel mitocondrial la sal en

formazan.

2.8 Microarreglos de expresion

Actualmente, se estdn estudiando los efectos a nivel genético de compuestos
mediante la técnica de microarreglos, ya que estos permiten identificar el
comportamiento de cambios en la expresién génica*?.

La técnica de microarreglos parte de una muestra de RNA extraido ya sea de cultivos
celulares o de tejido, este material representa el perfil de expresién de la muestra en
ese momento y bajo condiciones establecidas. El RNA es convertido en ¢cDNA a
través de una reaccién de retrotranscripcién, después el material es amplificado y
marcado con Fluoresceina para después ser hibridado en un chip de microarreglo,
basado en el principio de complementariedad de cadenas de DNA. Estos chips
contienen nanoceldas en las se cuales albergan sondas de 25 nucleétidos de
longitud, cada celda contiene 25 sondas para un mismo gen; existen chips que van

desde 500 hasta 30,000 genes. Una ves que la muestra hibridé, es leida con un
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escaner y los resultados de intensidad de Ffluorescencia se analizan mediante
software especifico.

El software de andlisis usa algoritmos complejos para contrastar los valores de
fluorescencia de una muestra contra una situacién control, y de esta forma, es
posible encontrar genes que se encuentran diferencialmente expresados (tanto a la

alza como a la baja) con alto significado estadistico!*.

Esta técnica ha sido particularmente Gtil en encontrar genes que se expresan en
situaciones patoldgicas (como en cancer) y convertirlos en marcadores de
diagnéstico, de pronostico, de respuesta al tratamiento, etc.

Gurvich N et al en 2005 realizaron un estudio con microarreglos para definir los
cambios en la expresién génica al administrar TSA y VPA, ambos HDACI's no
selectivos, y encontraron un patrén de expresién muy parecido como resultado a la
exposicion, por lo que concluyeron que ésta es una forma de medir farmacos que

modifiquen los procesos epigenéticos directamente/*,

Duenas Gonzalez y colaboradores describieron en 2006, a través de microarreglos,
los perfiles de expresiéon de células neoplasicas tratadas con VPA, y en combinacién
con hidralasina (un inhibidor de la DNA metiltransferasa). El objetivo de este grupo
fue contrastar globalmente el cambio en el perfil de expresién (no la descripcion de
los detalles del cambio) entre las condiciones antes descritas con respecto a la célula
neopldsica sin tratamiento, e identificaron que la suma de un inhibidor de histona
desacetilasa combinado con un inhibidor de la DNA metiltrasferasa aumentan el
cambio en el perfil de expresién, lo que se podria interpretan como sinergismo. Por
otro lado mencionaron que el efecto antineoplasico del VPA puede ser debido a
cambios en la expresion de moléculas involucradas en la fase G1 del ciclo celular y

apoptosis®.
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3 PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El cancer es una pandemia que ha ido incrementando exponencialmente debido a los
cambios ambientales a los que los seres humanos nos hemos expuesto. Como
ejemplo de esto tenemos la mayor exposicion a agentes carcinégenos como los

metales pesados, radicales libres, radiaciones entre otras#?.

Las células cancerigenas se caracterizan por expresar complejas maquinarias
proteicas que les permiten contrarrestar los efectos farmacolégicos de las drogas
usadas, llamadas “multidrug resistent proteins” (glicoproteina P)*7, lo cual ha
inducido a la blsqueda de nuevos blancos farmacolégicos susceptibles de ser
alterados evitando asi la replicacion exagerada caracteristica del cancer. Uno de
estos blancos es la familia de proteinas HDAC, en donde existe evidencia de que al
ser inhibida, la replicaciéon disminuye y aumenta la diferenciacién. Considerando el
antecedente sobre la capacidad del VPA para disminuir el crecimiento celular al
inhibir a la enzima HDAC, lo que explica su efecto antineopldsico, es comprensible
que el VPA se encuentre en estudios clinicos, sin embargo este farmaco es
hepatotdxico, lo que ha motivado el interés por desarrollar nuevos derivados, por
ejemplo con modificaciones en las cadenas alifaticas; un hecho importante es que no

se han realizado derivados con modificaciones al grupo carboxilo.

Es por eso que nuestro grupo de trabajo propone la evaluacién de una serie de
derivados del acido valproico (Figura 4), a través de una sustitucion aromdtica en el
grupo carboxilo, lo que posiblemente permitird superar la capacidad inhibitoria del
VPA sobre la HDAC, y por consiguiente se observe un efecto mds potente como
antineoplasico. Es también posible que al cambiar la estructura del compuesto
padre, las enzimas que lo metabolizan (CYP2C9) y que son encargadas de la

produccion del metabolito téxico, no lo reconozcan, o lo hagan con otra orientacion
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en el espacio (este punto no sera probado por este estudio). Tentativamente, la
potencia inhibitoria se incrementard debido a que los derivados poseen grupos
funcionales que aumentan la complementariedad y por tanto aumenta la estabilidad

del complejo proteina-farmaco.

Compuesto 0 m p
IPN/INP20100  H H H
IPN/INP2010-1A OH H H
R1 IPN/INP2010-1B  H OH H
IPN/INP2010-1C  H H OH
IPN/INP20102A  OCHS3 H H
NHR IPN/INP20102B  H OCH3 H
IPN/INP20102C  H H OCH3
IPN/INP20103A F H H
R ..o IPN/INP2010-38  H F H
IPN/INP20103C  H H F
IPN/INP20104A  CL H H
IPN/INP20104B  H cL H
IPN/INP2010-4C  H H cL
IPN/INP20105A  NO2 H H
IPN/INP2010-58  H NO2 H
IPN/INP2010-5C  H H NO2
IPN/INP2010-6A CO2H H H
IPN/INP2010-6B H CO2H H
IPN/INP2010-6C H H CO2H
IPN/INP2010-7A  NH2 H H

Figura 4. Farmacoteca usada en este estudio. R1 es el sustituyente arilico monosustituido en
orto, metay para con sustituyentes electroatractores y electrodonadores.
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4 HIPOTESIS

Los derivados propuestos del VPA poseeran efecto antineoplasico posiblemente a
través de la inhibicién de las histonas deacetilasas, debido a que el farmacoforo del
VPA se conserva, y se adicionan grupos que aumentan la estabilidad del compuesto

al Favorecer la interaccion con el sitio catalitico de la enzima.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Se diseng, sintetiz6 y evalu6 el efecto antineopldsico de una familia de derivados del
VPA como posibles inhibidores de HDAC, usando métodos teéricos (dinamica

molecular/docking) y experimentales (in vitro).

5.2 Objetivos particulares
5.2.1 Métodos tedricos
> Se optimiz6 la geometria de la farmacoteca (base de datos de los
compuestos).
> Se realizé un alineamiento multiple de secuencia entre las HDAC de clase 1y 2
> Se obtuvo la estructura tridimensional experimental de las isoformas
reportadas, mientras que las no reportadas se obtuvieron por modelado por
homologia.
> Se realizo el docking de VPA sobre las isoformas de clase 1y 2 de la HDAC,
posteriormente se realizo el docking de la farmacoteca con la isoforma mas

afin a este farmaco.
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» Se realizé una simulacion de dindmica molecular con la isoforma usada en el
punto anterior, para realizar un docking de VPA con cada conférmero
obtenido.

> Se realizé un estudio docking de los compuestos sobre Citocromo (CYP2C9).

> Se sintetiz6 y caracterizé uno de los compuestos que mostraron mayor
afinidad por la HDAC.

5.2.2 Métodos in vitro

> Se efectuaron ensayos de proliferaciéon celular y apoptosis en cultivos
celulares con las lineas celulares de cancer cérvico-uterino (Hela),
rabdomiosarcoma (A-204) después de ser tratados con el derivado sintetizado
y el VPA.

> Se obtuvo la Glsy y la Glss (inhibicion de la proliferacién en 50 y 90%
respectivamente) para los compuestos (sintetizado y VPA).

> Se traté a células de Hela con la Glso por 24 y 48 h, para después extraer su
RNA vy efectuar microarreglos de expresion y posteriormente verificar los
genes que modifican su expresidon e integrarlos para encontrar las vias

metabdlicas que sufrieron cambios.
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6 MATERIAL Y METODO

6.1 Instalaciones y equipo

Los experimentos computacionales se llevaron a cabo en el laboratorio de modelado
molecular y bioinformatica de la secciéon de estudios de posgrado e investigacion
(SEPI) de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional, bajo la
tutela del Dr. José Correa Basurto.

Para los cdlculos de docking y dindmica molecular se usé un cluster constituido por
20 nodos de 64 bits, cada una con un procesador de 4 nucleos, otro de 6 nodos y 2
computadoras, todas en plataforma Linux, distribuciones Red Hat, Mandrake vy
Fedora 8.

La sintesis y parte de la caracterizacion de los compuestos se realizo en el
laboratorio de investigacion en bioquimica Il de la ESM-IPN. La identificaciéon por
resonancia magnética nuclear se llevo a cabo en el laboratorio de quimica organica
de UPIBI-IPN.

Los microarreglos, cultivos celulares y ensayos fFarmacolégicos fueron realizados en
el laboratorio de oncologia experimental del Instituto Nacional de Pediatria bajo la
tutela del Dr. Oscar Pérez con una plataforma de Affymetrix y con los kits necesarios

para el caso.

6.2 Metodologia tedrica

6.2.1 Minimizacion de ligandos

El conjunto de ligandos se crearon en 2-D con el programa IsisDraw’*, a los archivos
obtenidos se les efectué una primera optimizacién geométrica con mecanica
molecular (MM) con el software HyperChem62/, después se llevd a cabo la

optimizacién con un método semiempirico AM1 y después a un nivel B3LYP con una
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base de datos 6-31G*, usando el programa Gausian’?.
Contando ya con las estructuras tridimensionales, se usé el software Molekel”” para
obtener los archivos .pdb, que son los necesarios para la configuracién de los scripts

del programa AutoDock 4.057,

6.2.2Alineamiento de secuencia

Se obtuvo la secuencia de la estructura primaria en formato FASTA de las isoformas
de clase 1y 2 de la HDAC desde servidor Swiss-Prot (http.//www.expasy.ch/sprot/),
para posteriormente ingresarlos al servidor del European Molecular Biology
Laboratory-European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) y procesarlos con el
programa de alineamiento multiple Clustalw2”¥. El andlisis del alineamiento se

realizé con el visualizador JalView (http.//www.jalview.org/).

6.2.3 Estructura tridimensional

Se hizo una busqueda en la base de datos Protein Data Bank”¥ (PDB www.rcsb.org),
swiss-prot (www.expasy.ch/sprot) y en EBI (www.ebi.ac.uk) de las estructuras en 3-D
de las HDAC's obtenidas experimentalmente a través de cristalizacion y difracciéon de
rayos X o RMN. Cuando alguna isoforma no existia o no se encontraba reportada, se
obtuvo la estructura tridimensional usando modelado por homologia con el servidor
Swiss-Model”” y mediante metodologia Ab initio con el servidor |-Tasser®®, para
posteriormente analizar la calidad de las estructuras con mapas de Ramachandrany

escoger la que mejor resultado obtuvo.

6.2.4 Minimizacion de la energia de la proteina

Con el fin de que los resultados de estos estudios teéricos fueran mas precisos, se
realizé6 una minimizaciéon de la energia de las estructuras tridimensionales con la
siguiente metodologia: Los dtomos de hidrégeno fueron anadidos usando el
programa psfgen incluido en el paquete VMD®” y la estructura resultante fue

minimizada usando un algoritmo de pasos descendentes, por 2000 pasos,
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empleando el campos de fuerza CHARMM 2259 encontrado en NAMD 2.657,

6.2.5 Docking

Los estudios se realizaron con el programa AutoDock 4.0.1 en plataforma Linux??. El
procedimiento general consistié en preparar archivos de entrada para AutoDock a
partir de las estructuras optimizadas de los compuestos, la estructura de la
macromolécula, los archivos de parametros y algunos archivos adicionales creados y
utilizados por el programa. Las enzimas HDAC usadas para las simulaciones de
docking se obtuvieron del banco de datos de proteinas. A estos archivos se les
eliminé las moléculas de agua y ligandos ajenos con el editor de texto wordpad.
Después se les adiciond los dtomos de hidréogeno polares, es decir, aquellos unidos a
atomos electronegativos que pueden participar en interacciones por puente de
hidrégeno; se agregaron cargas parciales y parametros de solvatacién, utilizando el
programa AutoDockTools. Con la finalidad de evaluar la contribucién electrostatica
en el reconocimiento, se calcularon las cargas parciales de Kollman. Todos los
atomos de hidrégeno no polares se trataron de manera implicita, es decir, se
eliminaron de la estructura y su efecto es sumado a los dtomos a los que estaban
unidos. Hechas estas modificaciones se editaron los archivos *.pdbgt para cada
enzima con el mismo programa previamente mencionado. Los mapas de afinidad
atémica se generaron para cada archivo *.pdbqgt de las enzimas y por cada tipo de
atomo encontrado en los ligandos, utilizando el programa AutoGrid 4.0. En primer
lugar se especificé cada uno de los tipos de dtomos presentes en los derivados de
VPA. Después, a la enzima se le delimito el volumen a analizar (espacio de busqueda
computacional), el cual se fracciona en secciones o puntos, sobre cada uno de éstos
se hace el calculo de afinidad por cada dtomo. Esta informacién se almaceno en un
archivo *.gpf, que es utilizado por el programa AutoGrid para generar los mapas de
afinidad. Estos mapas se utilizaron por el programa AutoDock para determinar la
afinidad de los inhibidores por la enzima.

Los complejos tridimensionales enzima-inhibidor se visualizaron y analizaron

utilizando el programa AutoDock Tools y VMD#”.
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6.2.6 Dinamica molecular

La estructura que con la que se realizo el estudio de docking contra la farmacoteca,
fue sometida a una simulacién de dinamia molecular de 9.5 ns, obteniendo un
conférmero cada 0.5 ns, con el objetivo de contar con una pequena muestra de la
diversidad y estabilidad conformacional de la proteina en el tiempo.

Se uso la estructura obtenida de la forma antes mencionada, a partir de esta se
generaron los archivos de configuracién .confy .pgn, y con estos se obtuvo el archivo
de pardmetros .psf mediante la herramienta PSFGEN del software VMD?”, después
de correr una minimizacién en vacio de 2000 pasos, se solvaté la proteina, se colocéd
en una caja a la que se le dieron las dimensiones suficientes para cubrir la proteina, y
se neutralizaron las cargas colocando la cantidad necesaria de iones contrarios a la
carga de la proteina.

La simulacion de la dindmica molecular se llevo a cabo usando el programa
NAMD25% en un ambiente de condiciones estdndar (temperatura de 300.5 K, y 1
ATM de presion), con un tiempo establecido para cada paso de 2 fs. La simulaciéon
corrié por 1000 pasos, en los que se evaluaron los cambios al calentar el sistema,
equilibrando al final el sistema a 310 K.

El andlisis de RMSD vy la obtencion de los conférmero a cada tiempo se obtuvieron

con el software Carma’®?.
6.2.7 Metodologia de Sintesis

Las amidas de VPA se sintetizaron, formando el cloruro de 4cido valproico, usando

cloruro de tionilo. De acuerdo a la siguiente reaccién mostrada en la figura 5.
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Figura 5. Esquema de sintesis de los derivados del VPA. (R = ver figura 4)

Las condiciones para esta reaccion fueron anhidras, ya que el cloruro de tionilo
facilmente reacciona con el agua formando HCl y SO,. El primer paso de la reaccién
se llevd a cabo a una temperatura de 0 °C y por 8 h y el segundo, al adicionar la
segunda materia prima (anilina monosustituida) se debe mantener a una
temperatura menor a los - 10 °Cy por 12 h ambas en un matraz de fondo redondo y

en agitacién constante’”,

6.2.8 Purificacion

Como subproductos en la reaccién de esterificacion se tiene el didxido de azufre, el
cual fue removido haciendo circular nitrégeno gaseoso. El HCl se elimino
neutralizando con una disolucién saturada de bicarbonato de sodio y finalmente el

compuesto se obtuvo tras la separacion mediante fases hexano-agua.
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6.2.9 Identificacion

La sintesis de los compuestos se siguié por cromatografia en capa fina, la cual se
revel6é usando un espectrometro de UV-Vis marca Midac Corporation M series a una
longitud de onda de 450 nm. También se determinaron los puntos de fusiéon usando
un fusiémetro marca Electrothermal 9300. Los compuestos fueron caracterizados
por métodos espectroscépicos de infrarrojo con un equipo marca Beckman Coulter

DU 650 y de resonancia magnética nuclear de *Cy 'H.

6.3 Metodologia In vitro

6.3.1 Cultivo celular

Con el propésito de corroborar los efectos biolégicos, se hicieron cultivos celulares
usando las lineas He-La (cancer cérvico-uterino) y A204 (rabdomiosarcoma). Ambas
se crecieron en frascos de cultivo estériles, usando como medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% de suero bovino fetal. El pase de caja se hizo cada 3 dias o
cada vez que se encontré confluencia del 80% aproximadamente. Las dosis de VPA'y
metodologia empleadas fueron semejantes a las reportadas para el VPA®, Se
hicieron pruebas preliminares para identificar las concentraciones de los compuestos

derivados a usar.

6.3.2 Proliferacion (medida con la sal de tetrazolio WST-1)

Se sembraron 10* células en placas de 96 pozos, dejando incubar por 24 h (37°C,
5%CO;, en medio DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10%) con el fin de
que se adhieran a la placa, posteriormente se prepararon las soluciones para los
farmacos al momento (a partir de una solucién madre) en medio de cultivo con 5%
de DMSO, para tratar a las células por 24 h; al cumplirse el tiempo se aspir6 el
contenido de cada poso, se agregd 100 pL de medioy 10 yL de WST-1, se incubé por
4 hy se realizé la lectura en un equipo Microplate Reader de la marca Modulus para
placas de elisa, a 520nm de absorbancia, la viabilidad se calculé con la siguiente

formula:
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Iziﬂ.bﬂrftftltf[if:l] _ .-152{}r'tm'f'mmdmsTluﬁ (Eq. 3)

A20nmControl

La Glso (concentraciéon de fFarmaco necesaria para disminuir la viabilidad al 50% con
respecto al control) fue calculada mediante la construccion de una curva
concentracion respuesta y los valores obtenidos fueron procesados en el servidor de
la universidad de Tokyo (http://bsmdb.tmd.ac.jp:3000/) a través de un anlisis

logaritmico de 4 variables.

6.3.3 Apoptosis (determinado mediante el kit de apoptosis de Takara Inc.)

Las células de las lineas celulares HeLa y A204 fueron sembradas a razén de 10°
células en un frasco de cultivo de 25 mL y se incubaron (37°C, 5%CO,, en medio
DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10%) por 24 h para adhesion,
posteriormente se trataron con la Glso (24 y 48 h) y la Glss (por 4 h), posteriormente
se desprendieron del frasco con una espatula para cultivo y se centrifugaron a 2000
rpm por 5 min, se deseché el sobrenadante y se resuspendio el botén celularen 1 mL
de solucién conservadora para citologia, se preparé 100 pL de esta suspensién con
30 yL de sol encapsuladora y se dié un ligero vortex para crear una monocapa
celular, se colocaron 20 yL de la muestra en una laminilla tratada con poli-L-lisina y se
colocé en la estufa a 60°C por 10 min, se fijé en acetona por 10 min, se rehidraté y se
tratd con 2 gotas de proteinasa K por 10 min, se lavé con PBS por 4 min,
posteriormente se agregaron 75uLde buffer de permeabilizaciéon y se incubé en frio
por 5 min, se lavé con PBS y se agreg6 la enzima TdT en mix con la solucién de
marcado (5pL de enzima por cada 45uL de buffer) y se incubé por 2 h en una cdmara
humidificada a 37°C, se lavd con PBS y se tifnd con azul de evans para observar en

microscopio de fluorescencia.
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6.3.4 Extraccion de RNA (usando el kit Rneasy)

Se trataron las células HeLa del mismo modo que en el apartado anterior, después
del centrifugado, el botén se homogeinizé con 2-mercaptoetanol al 1% en bufer RLT,
se lisaron las células con un sonicador, se agregé etanol al 70% y se transfiere a una
minicolumna de silica, se centrifuga a 10* RPM por 1 min y se sigue el protocolo del
kit (Rneasy kit Qiagen); el RNA extraido se somete a analisis de cantidad y pureza en
un equipo Nanodrop 2000 de la compania Thermo Scientific, y después a un analisis
de integridad mediante un chip de RNA (Agilent) en el equipo Bioanalyzer 2100 de
Agilent.

6.3.5 Microarreglos

Se pretendié buscar por microarreglos, los genes que se activan y/o apagan tras el
tratamiento con VPA y el compuesto derivado. Se usé la estrategia descrita por
Jergil y cols en 2009%? y de acuerdo al manual de procedimientos del proveedor
(AFfymetrix); en este caso, se usé el chip de Human Genome de Affimetryx (HG-
U133) mismo que contiene marcadores para 14,500 genes, 18,500 cuando se

incluyen variantes de transcritos, todos estos distribuidos en 22,000 probe sets.

La metodologia que se usé fue la siguiente: una vez que se conté con la muestra de
RNA que fue sometida al estudio de calidad mediante el chip de bioanalizador (RNA
nano chip de Aligent), donde se obtuvieron los pardmetros la integridad (RIN) y la
concentracién, siendo considerados como valores para entrar a protocolo de
microarreglos un RIN mayor de 8 y mas de 100 ng/pL.

Se eligié el protocolo de Gene Chip 3' IVT Express kit (Affymetrix), el cual consiste
en: a cada muestra de RNA se le agregé como primer paso control Poly-A en Dil
buffer, para posteriormente afnadir la enzima y sintetizar la primera cadena de
cDNA, esto se dejé incubando por 2 h a 42 °C en un termociclador, posteriormente se
prepararon las muestras para la sintesis de la segunda cadena (amplificacion) y

posteriormente el marcado con biotina (reacciéon IVT) que se dejo a 40 °C en el
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termociclador por 16 h. Ya amplificado y marcado, se purificé del aRNA mediante el
uso de perlas magnéticas y se corroboré la concentracién y pureza con una mediciéon
en Nanodrop (Thermo Scientific), posteriormente se realizé una fragmentacién del
material genético y esta se corroboré con un chip de RNA (Agilent) medido en el
equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent). Después se procedié a hibridar las muestras en
cada chip (HG U133) anadiendo también los controles de hibridaciéon y dejando en
agitacion por 16 h. Pasado este tiempo se realizé el lavado en una estacién de fluidos
(AFfymetrix) y se leyeron los valores de intensidad de fluorescencia con un GeneChip
Scanner 3000 7G (Affymetrix).

El analisis de calidad de los resultados de fluorescencia se realizo con el software de
Expression Console (Affymetrix). El andlisis detallado de los genes que se
expresaron diferencialmente se realizé con el software Partek Genomic Suite
(Partek). Las vias metabodlicas se integraron con el software en linea DAVID
[http://david.abcc.ncifcrf.gov/
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7 RESULTADOS Y DISUCUSION

7.1 Alineamiento multiple y estructura tridimensional

Esto se realizé analizando las secuencias de las 10 isoenzimas de HDAC de humano
en formato FASTA, mediante el programa Clustalw?, el resultado se concentra en la
figura 6. El alineamiento mostré la separacién en las dos clases, y se observé que el
sitio catalitico estd altamente conservado, lo que concuerda con la literatura ya que
todas las isoformas realizan la misma reaccién y su actividad depende de los factores
nucleares que las recluten®. Los residuos cercanos al sitio catalitico que son
diferentes entre las isoformas, se interpretan como no necesarios para la estructura
y/o la funcién, y son estos sitios los que pueden ser utilizados para crear compuestos
selectivos, situacién que al momento se ha reportado como dificil, ya que la mayoria
de los HDACI's contiene un sustituyente quimico que quela al ion zinc del sitio

catalitico, razén por la que son no selectivos.

Al realizar la bisqueda en de isoformas de HDAC en Protein Data Bank, solo se
encontré cristalizada aquella perteneciente a la isoforma 8, y se eligieron dos
estructuras obtenidas en condiciones diferentes: una en complejo con 4cido
hidroxamico (N-HYDROXY-4-(METHYL{[5-(2-PYRIDINYL)-2THIENYL]SULFONYL}
AMINO) BENZAMIDE) con resolucién de 2.5 A y cédigo PDB: 1W22%%: la otra
estructura se cristalizé con un polipéptido inhibidor, con resolucién de 2.0 A, una
mutacién en el sitio catalitico (W306F) y cddigo PDB: 2V5W5/,
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Figura 6. Alineamiento multiple de las HDAC's de clase 1y 2. Con verde se marcan los residuos
del sitio catalitico. Cédigos de fasta en Swissprot, HDAC1: Q13547, HDAC2: Q92769, HDAC3:
015379, HDAC4: P56524, HDAC5: Q9Z2V6, HDAC6: Q9UBN7, HDAC7: Q8WUI4, HDACS:
Q9BY41, HDACY: Q9UKVO, HDAC10: Q969S.
Se decidié utilizar ambas estructuras en los estudios de docking para contrastar
resultados y evidenciar de mejor forma al compuesto con mejores probabilidades de
éxito.

El resto de isoformas fueron sometidas a los servidores de SwissModel y |-Tasser
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para obtener la estructura tridimensional de forma tedrica, los resultados de cada
una se sometieron a un andlisis de alineamiento tridimensional con el software
STRAP y con los gréficos de Ramachandran de cada una (Figura 7). Lo que se
concluyé fue usar las estructuras obtenidas mediante SwissModel para minimizar su
energia, ya que presentaban mayor homologia tridimensional con ambas HDACS
cristalizadas y sus graficos de Ramachandran estaban en niveles aceptables (las
combinaciones de dngulos phiy psi se encontraban en sitios permitidos), ademas, los
residuos que se encontraron en zonas no permitidas no pertenecian al sitio
catalitico; la diferencia que encontramos entre las estructuras de ambos servidores
se puede deber a que SwissModel construye la estructura a través de moldes (de ahi
el nombre plegado por homologia), mientras que I-Tasser pliega a la proteina de
manera totalmente empirica, este ultimo método tiene mayor funcionalidad cuando
no se cuenta con homologos cristalizados.

' | ‘ HDAC2

Figura 7. Gréficos de Ramachandran de cada una de las isoformas de HDAC.
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7.2 Docking con HDACS8

Antes de realizar el tamizaje de la farmacoteca en una isoforma de la HDAC,
condujimos un analisis tedrico usando al VPA en las diferentes proteinas disponibles
de esta familia, esto con el fin de encontrar aquella que nos mostrase mejor
interaccién con el VPA y por tanto, resultara mas adecuado analizar al resto de la
farmacoteca en esa isoforma. Los resultados de esto se encuentran en la tabla 1, en
ella observamos que la isoforma con mayor afinidad por VPA es aquella que se
encuentra cristalizada (HDAC8), también se encuentra una marcada diferencia entre
las afinidades hacia las enzimas pertenecientes a ambas clases; cabe mencionar que
se cuenta con datos experimentales (k; sobre HDAC1: 0.4 mM)®¥ que se aproximan
mucho a los valores de afinidad predichos por nuestra simulacién (ks sobre HDAC1:
0.5 mM).

Por otro lado, decidimos realizar una busqueda intencionada de la unién del VPA con
una region de la proteina que Vannini et al en 2007 reportaron como el sitio
lanzadera del acetilo (SLA) que fue removido durante la catélisis®®, esta regién se
encuentra cercana al sitio estearico y conecta con el a través de un conducto
estrecho, que probablemente sea el responsable de alejar al producto de la reaccién
y de esta forma hacerla irreversible. En esta busqueda encontramos que en la
isoforma 8 existié una tendencia del VPA a tener mayor afinidad por este sitio que
por el sitio catalitico, mientras que en los miembros 1, 2 y 3 de la familia ocurrié lo
contrario; en aquellas integrantes de la clase 2 no se tiene claro la ubicacién o la
existencia de este sitio de liberacion de acetato.

Debido a lo encontrado con este analisis, se procedié a tamizar la farmacoteca
contra la HDACS.
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Sitio catalitico Sitio de liberacion de acetato

Isoforma HDAC AG K () AG Ky (M)

8 (1w22)AD3
8(1w22)AD4
2{2vSw)AD3
B(2v2w]AD4

Tabla 1. Resultados del docking con VPA con diferentes isoformas de HDAC. Entre
parentesis esta el codigo de PDB. AD3: AutoDock 3. AD4: AutoDock 4.

Mediante la simulacién docking, se obtuvieron tanto las energias libres, como las
constantes de disociacion de cada compuesto, contra las 2 estructuras
experimentales de la HDACS8 (PDB code: 1W22 y 2V5W) y en la tabla 2 se resumen

estos valores.
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HDACSE
1w22 2viw
Compuesto AG Ka(uM)  AG Ka (uM)

Ac Valpréico -7.27 4.63 -7 7.33
IPN/INP2010-0 -7.41 3.7 -8.12 111
IPN/INP2010-1a -8.83 0.335 -8.25 0.442
IPN/INP2010-1b -7.84 1.8 -8.15 1.07
IPN/INP2010-1c -8.21 0.956 -7.86 1.74
IPN/INP2010-2a -6.41 20 -5.46 98.8
IPN/INP2010-2k 7.22 5.12 -7.45 3.49
IPN/INP2010-2c -7.2 5.25 -7.39 3.81
IPN/INP2010-3b -7.33 4,47 -8.21 0.952
IPN/INP2010-3c 171 1 -8.07 1.22
IPN/INP2010-4a -6.04 37.6 -5.05 198
IPN/INP2010-4b -6.01 39 -5.47 98.1
IPN/INP2010-4¢ -7.66 241 -8.27 0.864
IPN/INP2010-5a -1.57 2.84 -5.79 57.5

IPN/INP2010-5b -8.03 1.31 -7.91 16
IPN/INP2010-5¢ -8.07 0.223 -6.97 7.75
IPN/INP2010-6a -5.57 82.5 -5.52 89.5

IPN/INP2010-6b -8.12 112 -6.58 15
IPN/INP2010-6¢ -9.13 0.202 -8.98 0.261
IPN/INP2010-Ta -9.27 0.175 -5.15 167
IPN/INP2010-7h 8.2 0.978 -8.49 0.594
IPN/INP2010-Tc -8.72 0.404 -B.6 0.493
TSA -8.92 0.289 -9.39 0.131

Tabla 2. Energias libres y constantes de disociacion obtenidas para cada compuesto. En
rojo se encuentran los compuestos con mejores valores.

Nuestros resultados indican que los mejores compuestos fueron IPN/INP2010-13,
IPN/INP2010-6¢c, IPN/INP2010-7a3, IPN/INP2010-7b e IPN/INP2010-7c, ya que
presentaron las constantes de disociacion mas bajas (de forma indirecta mayor
afinidad), la cual se evidencia mejor en la grdfica 7, cabe sefalar que esta situacion se

ve favorecida debido al tipo de sustituyente quimico y de su posicién en el espacio.
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Relacion del pK, de cada derivado de VPA

T IPMNSINP2O10-Fa

1P INFZD:I.D—ZI.a e

IPM/INP2010-7b

IPN/INP2010-6c
s o . ¢ IPN/INP2O10-Tc

o @ < “ * 1W22
- » » * %
pKd - - m] ' o 2V5wW

Grafica 1. Relacién de pKq (-logKy) de cada compuesto con las dos enzimas.

En la figura 8 se observa la interaccién de los derivados con las mejores afinidades de
acuerdo a la simulacién, y puede apreciarse que independientemente de la
sustitucién de cada compuesto, la orientacién en el espacio del sitio catalitico es muy
semejante, esto es debido a que las cadenas alifaticas estabilizan al compuesto en la
entrada de la garganta en todos los casos (figura 8 abajo), y la diferencia en la
afinidad radica en el tipo y cantidad de interacciones débiles (Fuerzas de Van deer
Wals e interacciones aromdticas como []-[1 o []-catién) provocado por el grupo
quimico sustituto que presenta un compuesto dado con los residuos de la
profundidad del sitio (principalmente His180, Tyr306, Trp141, His142), y que el grupo
funcional amida interactua electrostaticamente con el dtomo de Zinc en aquellos
derivados que otorgan una carga parcial negativa al compuesto (figura 8 izq).

En lo que respecta al VPA (fig 9), se observa que cuando se acerca al sitio catalitico,
el grupo carboxilo interactia electrostaticamente con el Zn, es importante sefalar
que se observé una energia menor de interaccion con HDAC cuando esta sucedia en
el sitio de liberacién de acetato, para ello se realizé un docking dirigido y la energia
se mantuvo menor en este ultimo. Al anadir a la situacidon anterior que en esta

enzima se encontraron las menores constantes de disociacién, en comparacién con
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las otras isoformas y que segln el alineamiento multiple los aminoacidos que
constituyen al SLA no estdn tan conservados adn entre las enzimas de la misma
clase, podria explicarse esta mayor estabilidad con el subtipo 8, por lo que este

hecho sera estudiado mas profundamente mediante dinamica molecular.

Aspl0

Fhe?ig

His 143
.T:ba

Trpi2d

Aspl7s  His

13 Phe20s

Figura 8. Interacciones del compuesto IPN/INP2010-13, donde se observa la
carga negativa expuesta en el sitio donde se realizo la derivacion [A] y de
IPN/INP2010-6c (rojo), IPN/INP2010-7a(morado), IPN/INP2010-7b(amarillo)
y IPN/INP2010-7c¢ (azul) [B]. Interaccion de IPN/INP2010-1a con la superficie
de la proteina [C]
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Phe MJ

A B

Aspl78 Val25

ﬁ Arg37

His142 é-% T

Asnl36

His142

His180

Figura 9. Interaccion del VPA en el sitio catalitico (A) y en el sitio de
liberacién del acetilo (B).

7.3 Docking con CYP2C9

Una vez evaluados los compuestos por docking sobre la HDAC, se efectuaron estos
estudios sobre el CYP2C9 (tabla 3) de forma tedrica, observamos que la afinidad
hacia el citocromo aumenta en orden de 10 veces, en comparacion con el VPA; es
posible interpretar lo anterior como un aumento en la interacciéon a nivel biolégico
de ambas moléculas. En lo que respecta a la prediccion de la Formacién del
metabolito téxico secundario a la biotransformaciéon del VPA, al observar la figura
10, es notorio que el acido valproico (fig 8, amarillo) orienta una de sus cadenas
alifaticas en direccién al grupo HEM, donde el producto enélico es formado (4-ene-
valproico), la situacién contraria es observada para el derivado propuesto (fig 8, rojo),
ya que en direccion al grupo HEM se orientado el sitio sustituido, por lo que podria
inferirse que el metabolito toxico?” (originado de la cadena alifatica) no se producira

y de ser producido, lo hara en pequena cantidad.
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CYP2C9

Compuesto AG by (M)
VPA -4,25 765.32
IPN/INP2010-0 -h.49 93.98
IPN/INP2010-1a -5.56 B4.66 FE— y
IPN/INP2010-1b -5.19 157.22
IPN/INP2010-1¢ -4.9 254.4% i Leu201
IPN/INP2010-2a -5.5 92.96
IPN/INP2010-2b 5.58 81.32 B ‘ Phe 114
IPN/INP2010-2c -5.51 91.99 T &
IPN/INP2010-3b 5.62 75.88 FIEgY ; BEZEE
IPN/INP2010-3c -h.46 99.81 :
IPN/INP2010-4a -h.74 61.96
IPN/INP2010-4b -5.85 51.44
IPN/INP2010-4c -6.03 38.26
IPN/INP2010-5a -5.69 67.18
IPN/INP2010-5b -5.28 134,75
IPN/INP2010-5¢ -5.34 121.24
IPN/INP2010-6a -5.16 164.5% .
IPN/INP2010-6b -5.43 104.6%
IPN/INP2010-6c -4.94 239.09
IPN/INP2010-Ta 5.2 153.72 Figura 10. Interaccion del VPA (amarillo) y del un
IPN/INP2010-7h 5.5 - compuesto propuesto (rojo) en el sitio catalitico de

: CYP2(9, en verde se representa el grupo HEM.
IPN/INP2010-7c -4.82 293.64

Tabla 3. Energias libres y constantes de
disociacion de la farmacoteca, cuando se
hizo interactuar con CYP2C9.

7.4 Dinamica molecular de HDAC8

Los estudios de dinamica molecular fueron empleados para explorar el movimiento
de la proteina y su comportamiento con aguas explicitas, encontrando que se trata
de una macromolécula muy estable en el tiempo, como se refleja en el RMSD
(grdfica 2), donde de manera temprana, las distancias relativas de los carbonos alfa
varian en grado moderado, pero cuando el tiempo avanza, las variaciones

disminuyen, lo que se interpreta como estabilidad conformacional.
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Sitio activo Liberacion de acetato
Snapshot AG kg (HM) AG kg (HM)
0 -6.23 27.34 -7.01 7.29
0.5 -3.66 2080 -5.02 210
; . . . . . . . 1.5 -4.66  386.31 -6.51 16.78
camafimsdal -+ 2 -4.8 304.52 0 0
] 2.5 -4.83 290.43 -5.66 70.76
3 -4.99 219.03 -6.04 37.12
3.5 -6.28 25.03 -6.18 29.36
4 -5.07 191.19  -5.46 99.4
4.5 0 0 0 0
B -4.4 592.44  -6.27 25.25
5.5 -4.6 426.79  -6.41 19.94
6 -4.38 611.53 -6.8 10.41
6.5 -4.71 350.34 0 0
7 -5.33 124.82 0 0
7.5 -4.14 925,57 0 0
8 -4.67 375.86 0 0
05} 4 8.5 -4.61 419.32 0 0
9 -4.83 289.26 0 0
) mloo zr;oo 3500 4500 5600 sulno 7500 sc;oo gnlou 10000 9.5 -4.62 411.43 0 0
Grafica 2. RMSD de la dinamica molecular de Tabla 4. Energias libres y constantes de
HDACS. disociacion de VPA en el sitio cataliticoy en

de liberaciéon de acetato, en cada
conférmero obtenido de la DM.

La simulacién docking del VPA con cada conférmero obtenido de la DM se resume en
la tabla 4, donde puede apreciarse la variacién de la afinidad con respecto al tiempo,
esto es debido a que las distancias de los residuos, tanto en el sitio catalitico como
en el de liberacion de acetato, se modifican en el tiempo, por ejemplo, existen
momentos conformacionales en que el SLA (sitio de liberacién del acetato) no
permite la interacciéon con VPA, la misma tendencia se observa en el sitio catalitico,
aungque es importante destacar que en este existe una mayor tendencia a la
mantenerse afin.

En la figura 11, se aprecia la apertura por la que la HDAC8 deja escapar al acetato de

la reaccién, existen momentos en los que se encuentra semi cerrada junto con el
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conducto que lo conecta con un sitio colector (fig 11 izq), y otros en los que la puerta
esta abierta y el conducto esta lo suficientemente ancho para permitir la difusién de
la molécula de acetato (fig 71 der). En la figura 11 (abajo) se observan los residuos
que componen la puerta de salida del SLA y sus cambios en el tiempo; los
aminodcidos que contribuyen de forma mas importante son His42, His51, Glu46 y
Lys52.

Figura 11. Cambios de la puerta de salida de SLA. A: la abertura esta parcialmente
cerrada. B: la abertura esta abierta junto con el canal que conecta con el interior. C:
residuos que componen la puerta a diferentes tiempos, 4.5 (rosa), 5.5 (rojo), 6.5 (crema),
7.5 (azul), 8.5 (gris) y 9.5 (azul cielo) ns.
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7.5 Sintesis y caracterizacion

Debido a los resultados discutidos en las secciones anteriores, se decidié intentar la
sintesis de los 5 compuestos con mayor probabilidad de éxito, estos fueron:
IPN/INP2010-13, IPN/INP2010-6c, IPN/INP2010-73, IPN/INP2010-7b vy
IPN/INP2010-7c.

Se siguid la metodologia descrita en la seccion correspondiente con los siguientes
resultados: el compuesto IPN/INP2010-1a se logré sintetizar con éxito (con un
rendimiento de aproximadamente 63%), con un remanente de materias primas que
fue removido mediante separaciéon por fases agua-hexano, ya que nuestro
compuesto es insoluble en ambos, el acido valproico es soluble en hexano y la
segunda materia prima en agua. Una vez que se contd con el compuesto puro se
inicio la caracterizacion mediante cromatografia de capa fina en placas de silica gel y
usando una proporcién de solventes hexano-acetato de etilo (1:1) se encontré un RF
de 0.17; el punto de fusién (PF) se establecié después de 3 mediciones como de 67.3
+ 1.7. El espectro infrarrojo (figura 12) revel6 la desaparicién de las sefales del grupo
carboxilo del acido valproico y del grupo amina de la sequnda materia prima
(espectros de las materias primas en la seccién de anexo) y la aparicién de las sefales
caracteristicas de un grupo amida (C-N = 1242; N-H = 2959) la formacién de este

enlace nos sugiere que la reaccion se llevo a cabo correctamente.
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Figura 12. Espectro infrarrojo del Compuesto IPN/INP2010-1A.

Posteriormente se realizé una resonancia magnética nuclear de *Cy de protén a 300
mHz (figuras 13 y 14), en ellas se encontré de igual forma que la senal del grupo
carboxilo (senal localizada a campo bajo o a mas partes por millén) del VPA estaba
ausente, lo que significa que este reaccioné a partir de esta regién y que el
compuesto estaba libre de esta materia prima; por otro lado, la cantidad de senales
de carbono correspondi6 de forma exacta con las predichas para nuestro
compuesto; de forma semejante, la cantidad y correlaciéon de sefales de protones
correspondié tanto a la cantidad de ellos, al tipo de sustituyente al que estdn unidos
y a la relacion espacial entre ellos, caracterizada por la constante de acoplamiento.
Se realizo un analisis elemental de este compuesto, el cual reporto: Tedrico: C(71.46)
H(8.545) N(5.95); Experimental: C(71.805) H(8.99) N(6.455); desviacion c(0.49%)
H(4.95%) N(7.82%).

Con todos los datos expuestos anteriormente concluimos que la sintesis del

compuesto IPN/INP2010-1a se llevo a cabo con éxito y con buena pureza.
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Figura 13. Espectro de RMN de C' del compuesto
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Figura 14. Espectro de RMN de protén del compuesto IPN/INP2010-

1A.
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En cuanto a la sintesis de los otros 4 derivados se tiene lo siguiente: no se logro
hacer reaccionar a las materias primas necesarias para obtener al compuesto
IPN/INP2010-6¢; los compuestos: IPN/INP2010-7a, IPN/INP2010-7b y IPN/INP2010-
7c tienen un grupo amino adicional en su estructura, por lo que al realizar la reaccion
se obtuvo una mezcla de productos, ya que el enlace amida podia formarse entre el
cloruro de VPA y cualquiera de los dos grupos amino de la materia prima o con
ambos; dado lo anterior se intento separar la mezcla mediante fases, cristalizacién,
precipitacion con hexano en frio, filtrado por gravedad y al vacio, cromatografia en
columna de silica; desafortunadamente ninguno de ellos dio resultados aceptables,
por tanto, y ya que se cuenta con uno de los derivados con mayor probabilidad de
éxito, nuestro grupo de trabajo decidié continuar al siguiente paso del protocolo,

evaluando los efectos bioldgicos de IPN/INP2010-1a.

7.6 Proliferacion y viabilidad

7.6.1 Cancer cervicouterino (Hela)

Tras la estandarizacién en el manejo de la linea celular se procedié a la obtencién de
informacién sobre el efecto del compuesto sintetizado ( IPN/INP2010-1a, de quien
en adelante nos referiremos como 1A), y contrastarlo con aquel obtenido con VPA.
Se construyo una curva concentracion respuesta, donde en el eje de las abscisas se
colocaron concentraciones crecientes en unidades logaritmicas de farmaco (VPA de
0.001TmM a 100mM y 1A de 0.0001mM a 10mM) y en el eje de las ordenadas se
tabulé el efecto interpretado como descenso de la viabilidad en porcentaje con
respecto al control (células neopldsicas no tratadas). En la grdfica 3 se observan
curvas sigmoideas que reflejan el efecto dosis-dependiente de ambos compuestos
con respecto a la disminucién de la viabilidad celular; también es posible apreciar
que el compuesto 1A es mas potente que el VPA en un orden de 100 veces. Con esta
curva fue posible calcular la Glso para cada compuesto, las cuales son 0.92656 mM
para 1Ay 9.121312 mM para VPA esta ultima ha sido reportada por Dejligbjerg My

cols en 2008 como de 3mM[¢7,
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Grafica 3. Curva concentracion-respuesta de VPAy 1A en células Hel a.

Ya que contamos con la Gls, de cada farmaco, realizamos una siembra de 10° células
en frascos de cultivo de 25 mL, todos con 5 mLlI de medio DMEM (solo o en
combinacién con la concentracion Gls, de cada farmaco) para dar un seguimiento
fotografico temporal y efecto dependiente del tiempo, el seguimiento se resume en
la figura 15, en ella observamos existe un mantenimiento de la concentracion celular
desde las 0 h hasta las 24 h, tanto en 1A como con VPA, también llama la atencion
que el control incrementa su numero de células mientras las células tratadas no lo
hacen, esto puede deberse a que los farmacos producen citostasis a la Glsy 0

provocan apoptosis de un porcentaje de las células.
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Figura 15. Seguimiento fotografico tras la administracion de la Gls, de 1Ay VPA.
A: control a la hora 0, B: tratamiento con 1A la hora 0, C: tratamiento con VPA a la
hora 0, D: control a la hora 8, E: tratamiento con 1A la hora 8, F: tratamiento con
VPA a la hora 8, G: control a la hora 24, H: tratamiento con 1A la hora 24, I:
tratamiento con VPA a la hora 24.
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Figura 16. Seguimiento fotografico tras la administracién de la Gls de
1Ay VPA. A: control a la hora 0,B: tratamiento con 1Aalahora 0, C:
tratamiento con VPA a la hora 0, D: control a la hora 4, E: tratamiento
con 1A a la hora 4, F: tratamiento con VPA a la hora 4.

Se realizé un experimento semejante al anterior pero tratando a las células con la
concentracion aproximada que inhibia el viabilidad del 99% de las células (Gls): 0.01
mM para 1A'y 1mM para VPA, el seguimiento fotografico se resume en la figura 16,
donde se observa la aparicion de detritos celulares en abundancia a las 4 h de
tratamiento con 1A, y algunos en el caso de VPA a la misma hora; dado lo anterior se
realizé un ensayo de deteccién de apoptosis (prueba de tdnel) para buscar el tipo de
muerte celular que causaban ambos fFarmacos (necrosis o apoptosis), esto se hizo con
el kit de detecciéon de apoptosis in situ de takara Inc. el cual se basa, en que el DNA
de una célula se fragmenta durante la apoptosis por la acciéon de endonucleasas, a
diferencia de la necrosis, donde esta situaciéon no ocurre; para identificar la
fragmentacion de DNA se anade la enzima TdT (terminal deoxynucleotide
transferase) quien anade nucledtidos a los extremos 3'OH que encuentre en la
muestra, los nucledtidos que usamos estdn marcados con fluorescencia, por lo tanto,

al ser estimulados con luz UV, la cantidad de fluorescencia es proporcional a la
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cantidad de nucleétidos marcados incorporados al DNA, y esto es proporcional al
numero de extremos 3'OH (generados por fragmentacién). El resultado del ensayo
se muestra en la figura17, donde observamos al testigo (células no tratadas) de color
rojo y sin fluorescencia, mientras que tras el tratamiento con la Gls, se observan
algunas células ligeramente positivas de forma dependiente del tiempo (24 h<48 h) y
tras el tratamiento con la Glss por 4 h con ambos farmacos las células son
completamente positivas ya que la reaccion se observa de forma intensa y

predominantemente en nudcleo.

Figura 17. Prueba de tinel para células de Hela tratadas con 1Ay
VPA.
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7.6.2 Rabdomiosarcoma (A204)

Se realizaron ensayos para identificar la actividad de estos compuestos sobre esta
linea tumoral, de la misma forma que en el apartado anterior, en esta ocasién se
agregd como control doxorubicina, ya que es parte del tratamiento estandar del
rabdomiosarcom. La curva obtenida se resume en la grdfica 4, donde se aprecia que
el compuesto 1A y la doxorubicina tienen un perfil de inhibicién del crecimiento
celular parecido, mientras que el VPA es aproximadamente 100 veces menos
potente que 1A y doxorubicina; estas curvas se trataron a través del servidor de la
universidad de Tokyo para obtener la Gls,, las cuales resultaron como sigue:
0.0364218 mM para 1A; 12.2542 mM para VPA y 0.0122212 mM para doxorubicing,

estos valores, junto con los obtenidos con células HelLa se concentran en la grdfica 5.

A204
140 - : *
120 -

100 +

80 - *

—.—‘_]_,.ﬂ.,
—-\VPA
—a— Doxorubicina

60 -

40

Viabilidad celular (%)

20 4

ﬂ L T
0.000001 0.0001 0.01 1 100

Concentracion (mM)

Grafica 4. Curva concentracion-respuesta de VPAy 1A en células A204.
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Grafica 5. Glso de los Farmacos de este estudio por linea celular.
7.7 Extraccion de RNA

Con el fin de obtener las muestras para buscar los cambios en los perfiles de
expresion, se trataron células Hela (previamente sembradas en frascos de 25 mL)
con la Glso de 1A'y VPA por 24 h'y 72 h (se formaron 5 grupos: un grupo control de
células no tratadas, un grupo tratado con 1A por 24 h y otro tratado por 72 h; un
grupo tratado con VPA 24 h y otro por 72 h), posteriormente se desprendieron las
células de sus respectivos frascos de cultivo con una espdtula para citologia y se
realizé la extraccion de RNA total, esto se hizo por triplicado.

Los resultados de la concentracién, pureza e integridad del RNA extraido se resumen
en los electroferogramas que se encuentran en la secciéon anexa. De forma resumida
se puede decir que todas las muestras tuvieron concentracién adecuada y RIN mayor

de 8, por lo que todas fueron procesadas hacia microarreglos.
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7.8 Microarreglos

Las 15 muestras obtenidas fueron procesadas con el protocolo Gene Chip 3' IVT
Express como se describié en la seccién de métodos. Las 15 muestras estaban
separadas en 5 grupos que contaban con triplicado (seccién anterior).

Para que los microarrelos puedan ser interpretados como confiables debe cumplirse
con todos los puntos contenidos en el protocolo (concentracién, pureza e integridad
del RNA), asi como pasar los controles internos con los que cuenta el experimento. El
primero los controles es el de hibridacion (figura 18), en ella se observa que la

cantidad de sondas control que hidridé en cada chip (abscisas) es semejante.

122 QC Metrics

AFFX-r2-P1-cre-avg

AFFX-r2-Ec-bioD-avg
AFFX-r2-Ec-bioC-avg
AFFX-r2-Ec-bioB-avg

/\//\/\/J\

9.62

Log 2 expression

. __\/——\{/\M/\

Sample

14
15

Figura 18. Control de hibridacién de microarreglos.

Los siguientes controles: 3' (fig 19) y labeling (fig 20) se encuentran dentro de lo

aceptabley esto se traduce como que los experimentos son comparables.
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Box Plot on Log Expression Signal

o

Percentile

100th

75th

50th

25th

Oth

= G = s o= aonete = = $ & T E
Figura 18. Control 3' de microarreglos.
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Figura 20. Control de labeling de microarreglos.
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El dltimo paso del control de calidad de los experimentos es el comparar las las
intensidades de fluorescencia generales del cada arreglos haciendo un histograma
(fig 21), en el se aprecia el numero de sondas con la misma intensidad de
fluorescencia y su distribucién en el espectro de intensidades, después se ubica el
rango dindmico (valores que se consideran aceptables o propios del experimento,
cualquier valor fuera de este rango se considera ruido); en nuestro caso, todos los
experimentos mostraron un comportamiento muy parecido, aunque es importante
aclarar que pocas sondas son las que se encontraron dentro del rango dindmico (5-12
unidades).
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Figura 21. Histograma de intensidades de fluorescencia de todos los
experimentos de microarreglos.
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Una vez que el andlisis de control de calidad fue satisfactorio, se procedié comparar
a los grupos experimentales de forma no jerarquica con un andlisis de componentes
principales (PCA), este método consiste en utilizar un algoritmo computacional para
encontrar 3 caracteristicas que sean comunes para todos los grupos y que funcionen
con significado estadistico para separar o unir grupos, dependiendo la forma en que

expresen ese rasgo.

Figura 22. PCA de los arreglos para las tres condiciones experimentales:
control (rojo), tratadas con 1A (verdes) y tratadas con VPA (azul) (arriba izq
y dery abajo izq representan la separacién por tratamiento; abajo der
separa grupos por dia en que se realizé el experimento).
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En la figura 22 se observan los graficos de PCA donde los grupos fueron separados
de forma no jerarquica y se encontré que los experimentos tratados con VPA (azul)
son muy semejantes entre si, mientras que aquellas muestras tratadas con 1A no se
separan en todos sus componentes del control. Estos datos sugieren de forma
general que las células de HelLa no tienen un cambio drastico y notorio tras ser
tratados con 1A con respecto al control, como los que se encuentran cuando las
células son tratadas con VPA. Tras encontrar esto, se realizé un PCA mas fino,
separando a los grupos de acuerdo al farmaco y la duracién del tratamiento, lo que

se encontro se resume en la figura 23.

Figura 23. PCA de los arreglos que separa a los 5 grupos: control (rojo), tratado con

1A por 24h (morado), tratado con 1A por 72 h (amarillo), tratado con VPA por 24 h

(azul) y tratado con VPA por 72 h (verde) (arriba izq y der y abajo izq representan la
separaciony el calculo del centroide por tratamiento; abajo der sin calculo).
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La distribucién de los experimentos en la grafica senala que VPA cambia en general
los rasgos de expresion génica de las células HelLa desde 24 h de tratamiento; en
cambio, cuando se administré tratamiento con 1A por 24 h, no es posible diferenciar
plenamente estas células del control, sin embargo, cuando el tratamiento se realizé
por 72 h se observa un desplazamiento de los resultados, alejandoles del control y
dandoles sus propias caracteristicas. Teéricamente se esperaba que al realizar el
algoritmo no supervisado los resultados agruparan a ambos farmacos y que estos se
diferenciaran del control, con la hipétesis de que el mismo mecanismo de accion
provocaria un efecto global semejante; esto no fue encontrado, al contrario de lo
que se esperaba, el tratamiento con 1A no tiene semejanza con el tratamiento con
VPA en lo que respecta al cambio del perfil de expresién general; aunque con los
resultados en la seccion 7.6 se demostré que 1Ay VPA inhiben el crecimiento celular,
y @ mayores concentraciones provocan ambos apoptosis; explicaciones tentativas de
este fendémeno son: 1) que actien por mecanismos diferentes; 2) que si ambos
tienen la capacidad de inhibir a las HDAC, tengan un patrén diferente de inhibicién;
3) que ambos tengan el mismo mecanismo de accion pero tengan efectos
secundariamente en otras vias. Esta situacion no se resolverd en este trabajo,

aunque si se establece su importancia.

Después de calificar a los experimentos como comparables (tras el analisis de control
de calidad) y de hacer un primer abordaje de sus caracteristicas generales (PCA),
continuamos con un andlisis mas fino en el que se obtuvieron los genes que se
encontraban diferencialmente expresados (sub o sobre expresados), esto se
construyé en base a un analisis de ANOVA de 1 via, y aquellos genes que resultaron
con un cambio estadisticamente significativo (p<0.05) se recolectaron en una base
de datos. La base que se generé contd con los genes que cumplieron con un Fold
Change > 2, para cada comparaciéon (por ejemplo: 1A vs control, 1A vs VPA etc).
Posteriormente se utilizé el software de Partek para construir cluster comparativos

de cada condicién.
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La figura 24 representa a la lista de genes que se encontraron al comparar el perfil
de expresion (sub y sobreexpresiéon) de las muestras tratadas con 1A en general
(todos los tiempos) contra el control, después el algoritmo toma esta lista y
representa graficamente con tonalidades la escala de expresién (azul subexpresiény
rojo sobreexpresion), y agrupa finalmente a las muestras dependiendo de que tanto
se parezcan sus perfiles de expresién. En la figura se aprecia que genes que cambian
hacia sobre/subexpresién cuando se tratan con 1A no cambian de forma semejante

tras el tratamiento con VPA.
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Figura 24. Cluster jerarquico obtenido con la lista de genes que se subexpresan (azul)
o sobre expresan (rojo) comparando los perfiles de 1A vs control.
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Posteriormente, se obtuvo la lista de genes que cambian con respecto al control
cuando se administra tratamiento con VPA de forma general (cualquier tiempo). Este
resultado se muestra en la figura 25, en esta figura se observa que los genes que se
encuentran sub/sobreexpresados en las muestras tratadas con VPA, no lo estdn en
las tratadas con 1A, de hecho, estas ultimas agrupan como parte del control ya que
su perfil (con esta lista de genes en especifico) y grado de expresiéon es sumamente
parecido al mostrado por el control y contrario al mostrado por el grupo tratado con

VPA. Otros clusters se encuentran en la seccion de anexo.
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Figura 25. Cluster jerarquico obtenido con la lista de genes que se subexpresan (azul)
o sobre expresan (rojo) comparando los perfiles de VPA vs control.
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Finalmente se procedié a ingresar las listas de genes que sufrieron cambio
significativo al servidor de DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov), buscando vias
metabdlicas que expliquen de forma tedrica el efecto que se encontré en los
ensayos de proliferacién celular y apoptosis. Se ingresaron 4 listas, con el fin de

explicar los resultados previamente descritos.

Genes que sufrieron incremento en la expresion como consecuencia del tratamiento con
1A: Se encontraron 135 genes que incrementaron su expresion de forma significativa
(p<0.05), al ingresar esta lista al servidor DAVID, se encontré que 28 de ellos tienen
implicacién en alguna via bien descrita (la tabla completa se encuentra en la seccion
de anexo), sin embargo muchos de ellos participan en el metabolismo de
aminodacidos, por lo que su participacidon no sera discutida. Genes a los que se puede
atribuir el efecto por la via de senalizacién en la que estan implicados son: cyclin G2 y
sestrin 2(via del p53), frequently rearrenged in advanced T-cell lymphoma (via de
senalizacion de WNT), frizzled homolog 10 (via de sefnalizaciéon de WNT y en vias
descritas de cancer), inhibin beta E (via de senalizacién de TGF-beta), retinoic acid
receptor alpha (leucemia mieloide aguda) y son of the sevenless homolog 2 (vias:

MAPK, ErbB, Jak-Stat y en varias estirpes de cancer).
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Figura 26. Via del p53, se marcan con estrella roja las moléculas sobrexpresadas.
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Figura 27. Via del Wnt, se marcan con estrella roja las moléculas sobrexpresadas.
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Figura 28. Via del RAR, se marcan con estrella roja las moléculas sobrexpresadas.

En las figuras 26, 27 y 28 (vias del p53, Wnt y RAR) es posible apreciar que el
incremento en la expresién de los genes marcados (estrella roja) podria tener
tentativamente el efecto macroscopico que se observé en la proliferacién celular

(detencion del crecimiento y/o apoptosis).
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Genes que sufrieron incremento en la expresion como consecuencia del tratamiento con
VPA: Se encontraron 180 genes que incrementaron su expresién con significado
estadistico (p<0.000001) y al ser sometidos 47 vias fueron implicadas, aunque la
mayoria de ellas estdn implicadas en metabolismo intermedio, migracién, adhesion
celular etc., se encontraron alteraciones que pueden explicar la citostasis y/o
apoptosis encontrada en en los ensayos de proliferacién celular. Algunos de los
genes implicados fueron: amphiregulin, amphirequlin B, v-erb-b2 erytroblastic
leukemia viral oncogen homolog 3(via del ErbB), dual specificity phosphatase 10,

phospholipase A2, related RAS viral (r-ras) oncogen homolog (via MAPK).
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Figura 29. Via del ERBB, se marcan con estrella roja las moléculas sobrexpresadas.
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Figura 30. Via del las MAPK se marcan con estrella roja las moléculas sobrexpresadas.

En las figuras 29 y 30 (vias de ERBB y MAPK) se integran los productos de los genes
que se encontraron incrementados, como se demuestra en las imagenes, la via de

detencién del crecimiento, reparacién del DNA o apoptosis son puntos finales

comunes.

Genes que sufrieron descenso en la expresion como consecuencia del tratamiento con
1A: se encontraron 58 genes que disminuyeron su expresiéon de forma significativa
(p<0.05), de los cuales 10 se encuentran en vias descritas y bien caracterizadas.
Dentro de estas se encuentran genes que participan en metabolismo, splicesosoma,
adhesion y migracién; los siguientes fueron considerados importantes para tratar de
explicar los efectos de 1A: heat shock 70kDa protein 1-like, heat shock protein 70kDa
protein 1A, 1By el oncogen jun(vias de MAPK, ErbB, WNT). En las figuras 31, 32 y 33
se demuestra la implicacion de los genes subexpresados en las vias MAPK Wnt y en

cancer (respectivamente).
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Figura 33. Vias descritas en cancer. Se marcan con estrella roja las moléculas
subexpresadas.

Genes que sufrieron descenso en la expresién como consecuencia del tratamiento
con VPA: se encontraron 99 genes subexpresados con significado estadistico
(p<0.000001), de los cuales 15 estan implicados en vias descritas por esta base de
datos. Los productos considerados importantes son los siguientes: CREB binding
protein (ciclo celular, via Wnt, Notch, TGF beta, Jak-Stat y en cancer), anaphase
promoting complex subunit 1, transcription factor Dp-1 (ciclo celular), signal
transducer and activator of transcription 6, interleukine-4 induced (Via Jak-Stat) y

sterile alpha motif and leucine zipper containing kinase AZK (via MAPK).
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Figura 34. Vias Jak-Stat. Se marcan con estrella roja las moléculas subexpresadas.
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En las figuras 34 y 35 (via de Jak-Stat y ciclo celular) se encuentran resumidos
algunos genes que se encuentran subexpresados cuando se trata a células de Hela
con VPA, es importante recalcar que la ausencia de varias de estas moléculas
pudiesen provocar arresto del ciclo celular y/o apoptosis, lo que concuerda con lo

encontrado por autores como Gurvich en 2005’y Duefias-Gonzalez en 2006,
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Figura 35. Ciclo celular. Se marcan con estrella roja las moléculas subexpresadas.

Con los resultados anteriores es posible afirmar que ambos compuestos (1A y VPA)
provocan cambios en el perfil de expresion de las células de Hela, que no son las
mismas modificaciones pero tienen repercusiones globales en las mismas vias
metabdlicas, y por tanto, esta podria ser una forma de explicar porque ambos
generan disminucién de la viabilidad celular o apoptosis, aunque son sus perfiles e

expresion resultaron ser muy diferentes.
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8 RESUMEN DE RESULTADOS

Las diferencias en los sitios cataliticos entre las diversas isoformas de HDAC

pueden ser utilizadas para disenar farmacos especificos.

El acido valproico tiene preferencia por las isoenzimas de la clase 1, en

comparacion con las clase 2.

Los derivados que tienen mas probabilidades de éxito como antineoplasicos
de ser sintetizados son: IPN/INP2010-1a, IPN/INP2010-6¢, IPN/INP2010-73,
IPN/INP2010-7by IPN/INP2010-7c.

Se encontré una mayor afinidad del VPA por la HDACS, esto debido a que esta
enzima tiene una constitucién particular en una regién por la que se creé libera

al acetato tras la catalisis.

El andlisis tedrico contra CYP2C9 revelé que es probable que los derivados
interaccionen con una diferente orientacién en el espacio, y por tanto e
indirectamente, podria pensarse que no se generarian productos toxicos de las

cadenas alifaticas o lo harian en muy pequenas cantidades.

Se logré sintetizar y caracterizar al compuesto IPN/INP2010-1a.

El compuesto IPN/INP2010-1a disminuye la viabilidad de células HeLa y A204,

de forma concentraciéon-dependiente, del mismo modo que el VPA.

El compuesto IPN/INP2010-1a es 100 veces mas potente que VPA para
disminuir la viabilidad de células HeLa y A204.
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> El VPA y IPN/INP2010-1a provocan citostasis a su Gls, por el ytratamiento se
administra por 24 h, empezando a causar apoptosis a las 48 h; tras el
tratamiento con la Gls, causan muerte celular por apoptosis en un promedio
de 4 h.

> El tratamiento de células HelLa con IPN/INP2010-12 provoca modificaciones en
el perfil de expresion; el tratamiento con VPA también provoca un cambio en
el perfil de expresion.

> Los cambios en la expresién génica provocados por IPN/INP2010-1a son
diferentes a los provocados por VPA, aunque de forma global, ambos tienen el

mismo efecto sobre la proliferacion y apoptosis.

9 PERSPECTIVAS

> Es necesario ampliar la investigacién sobre IPN/INP2010-13, y caracterizar si
inhibe a HDAC's y que isoformas.

> Describir su perfil farmacocinético y farmacodindmico.

> Realizar ensayos in vivo en modelos de cadncer buscando un efecto

antineoplasico, y del mismo modo caracterizar su perfil toxicolégico
10 CONCLUSION GENERAL
Para finalizar, nuestro grupo de trabajo us6 un tamizaje computacional para después
sintetizar un derivado de acido valproico, que posteriormente fue evaluado en

células HelLay A204, y quien mostré un efecto antineoplasico 100 veces mas potente
que VPA.
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12 ANEXO

Espectro infrarrojo de acido valproico
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Espectro infrarrojo de la amina usada en la sintesis de IPN/INP2010-1A
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RMN de "*C de la amina usada en la sintesis de IPN/INP2010-1A
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Electroferogramas de extracciones de RNA.
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Genes sobreexpresados 1A vs control
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Genes subexpresados 1A vs control

Attribute
= Control
= VPA
= 1A
??????**.———————
H ] H ® ® H H H ES
g ES g
0

I ]
Standardized Intensity

Genes subexpresados VPA vs control

— = ] ] | |

HSPA1L
G17orf91

8FRS11

HSPA1A, HSPA1B
HSPA1A, HSPA1B
HSPA1A
CHORDC1

H3F3B

HSPH1

GTF2H2B

BAG3

;‘é",ﬁ;z Attribute
DNAJB1

CHM =g
BCLAF1 =1A

PDOXK
HNRNPD
HNRPDL

GPR107
ANTXR1

ZFP36
LOGC100288387

G3orf31
G6orf114
BCCIP
INTS4

diEa T e

COX16

Sl 1T ¥
SYTLY
SITLY
SYTLY

s1y 7, edaf

siy pg ed|
siy pg ed|

SiU 7 ey

siy z, edo|

s1y 7, edaf
Sl 1T ¥
BlzA
[
04D
|oAuo:

[I-195
Standardized Intensity

(0]
o



Sintesis y evaluacién in silico e in vitro de derivados del dcido valproico como antineopldsicos

Genes que sufrieron incremento en la expresion como consecuencia del tratamiento con 1A

208161_s_at, 200641_s_at ATP-binding cassette, sub-family C (CETRIMRP). member 3 Related Genes

KEGG_PATHWAY ABC transporters,

ATP-binding cassette. sub-family G (WHITE). member 1
KEGG_PATHWAY ABC transporters,

KEGG_PATHWAY O-Glycan biosynthesis,

KEGG_PATHWAY hogenic Escherichia coli infection,

KEGG_PATHWAY Valine, leucine and iscleucine d radatlnn, Inositol phosphate metabolism, Propancate bDIlsm,

KEGG_PATHWAY Arginine and proline metabolism

| owestamess | nnossconsesmesel | RestedGanes | Homossens |
KEGG_PATHWAY Alanine, aspartate and glutamate metabolism, Arginine and proline metabolism,

[ o | colunchomel volugedepandent Live abha Dsubunt | aatedGanes | Homo savens |
KEGG_PATHWAY MAPK signaling pathway, Calcium signaling pathway, Cardiac muscle contraction, Vascular smooth muscle contraction, GnRH signaling

athway, Type II diabetes mellitus, Alzheimer's disease, Hypertrophic cardiomyopathy (HCM), Arrhvthmogenic right ventricular
cardiomyopathy (ARVC), Dilated cardiomyopathy,

202769 _at, 202770_s_at eyelin G2 Related Genes

KEGG_PATHWAY P53 signaling pathway

KEGG_PATHWAY Glycine, serine and threonine metabnllsm, LCysteine and methionine metabolism, Selencamino acid metabnllsm, Nitrogen r'netabnllsm.
KEGG_PATHWAY Glycine, serine and threonine metabnllsm, LCysteine and methionine metabDIlsm, Selenoamino acid metabnllsm,

KEGG_PATHWAY Retinal rnetabnllsm,

frequently rearranged in advanced T-cell ymphomas
KEGG_PATHWAY Wnt signaling pathway

[ awma | limedtoncboDmsohsl | ResleiGmnes | Homosmiens |
KEGG_PATHWAY Wnt signaling pathway, Melanogenesis, Pathways in cancer, Colorectal cancer, Basal cell carcinoma,

fucosyliransferase 1 (galactoside 2-alpha-L -fucosyltransferase, H blood group)
KEGG_PATHWAY Glycosphingolipid biosynthesis, Glycosphingolipid biosynthesis,

glutamine-fructos phesphate transaminase 1

KEGG_PATHWAY Alanine, aspartate and glutamate metabolism, Amino sugar and nuclectide sugar metabolism,

guanine nuclectide binding protein (G protein), alpha z polypeptide
KEGG_PATHWAY Long-term depression,

KEGG_PATHWAY Cytokine-cytokine receptor interaction, TGF-beta signaling pathway,

KEGG_PATHWAY Chemokine signaling pathway, Neurocactive ligand-receptor interaction, Endocytosis, Adherens junction, Tight junction,

[ mmsw | pctodtomsbqzmsephin | RestesGemes | Homosmens |
KEGG_PATHWAY Circadian rhythm,

phosphoenolpyruvate carboxykinase 2 (mitechondrial}

KEGG_PATHWAY Glvcolysis / Gluconeogenesis, Citrate cycle (TCA cvcle), Pyruvate metabolism, PPAR signalin athway, Insulin signaling pathway,
Adipocytokine signaling pathway,

KEGG_PATHWAY Glycerophospholipid metabolism, Ether lipid metabolism, Endocytosis, Fc gamma R-mediated phagocytosis, GnRH signaling pathway,
Pathways in cancer, Pancreatic cancer,

KEGG_PATHWAY Pathways in cancer, Acute myeloid leukemia,

KEGG_PATHWAY Aminoacyl-tRNA biosynthesis,

KEGG_PATHWAY p53 signaling pathway

[ sawa | sonctscwncsstombozDusspnis | festsoGens | omossens |
KEGG_PATHWAY MAPK signaling pathway, ErbB signaling pathway, Chemokine signaling pathway, Dorso-ventral axis formation, Focal adhesion, Gap

junction, Jak-STAT signaling pathway, Natural killer cell mediated cytotoxicity, T cell receptor signaling pathway, B cell receptor signaling
Qathwgg Fc egsilnn RI signaling gathwg[ Neurotrophin signaling pathway, gulatinn of actin cy_tnskeletnn nsulin signaling pathway,

Chronic myeloid Ieukemla, Acute myeloid leukemia, Non-small cell lung cancer,

226899 at unc-5 homeleg B (C. elegans) Related Genes
KEGG_PATHWAY Axon guidance,
209375_at Related Genes

KEGG_PATHWAY MNuclectide excision repair,
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