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RESUMEN

Basados en la evidencia cientifica sobre la actividad citotéxica de los metabolitos
secundarios de plantas del género Piper y sus derivados sobre diversas lineas celulares en
modelos in vitro, se propuso a las piperlotinas 24, 25 y 26 como nuevos agentes citotdxicos
en dos lineas celulares de cancer, la linea celular MCF-7 de cancer de mamay la linea HepG2
de cancer hepatocelular, utilizando una técnica de evaluacién de la viabilidad celular con un
marcador fluorescente. Se sinterizaron las piperlotinas 24, 25 y 26 mediante un método
reportado en la literatura, que consistid en tres pasos de sintesis: amidacidn, reaccion de
Michaelis—Arbuzov y olefinacién de Horner Wadsworth Emmons (HWE), obteniendo un
rendimiento global de 36-62% como se muestra en el siguiente esquema. Estos compuestos
fueron caracterizados mediante resonancia magnética nuclear (RMN) de H y 3C vy

espectrometria de masas (MS).
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Para la evaluacién de la actividad citotdxica de las piperlotinas se empled un modelo in vitro,
el cultivo de las lineas celulares MCF-7 y HepG2 y posterior exposicién a 5 concentraciones
seriadas de las piperlotinas: 500, 250, 125, 62.5y 31.25 (ug/mL) durante 24 horas, utilizando
un control negativo de solo medio de cultivo, posteriormente se cuantificé la viabilidad

celular por el método de calceina AM. La actividad citotdxica significativa comenzé a
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observarse desde la concentracion de 62.5 pg/mL de piperlotina en ambas lineas celulares.
Se calculd la concentracién inhibitoria media (Clso) de cada piperlotina, y se encontré que
las piperlotinas 24, 25 y 26 presentaron actividad citotdxica con una Clsp de: 242.8,104.5 y
159 ug/mL sobre la linea celular MCF-7 y de 202.5, 81.42, 264.5 pug/mL sobre la linea celular
HepG2. Se observd que la piperlotina 25 fue la que presentd una mayor potencia y de igual
manera eficacia sobre ambas lineas celulares en comparacién con las piperlotinas 24 y 26.

Se concluyé que, si bien, las tres piperlotinas presentaron la actividad citotdxica sobre todas
las lineas celulares, la piperlotina 25 es que se podria considerar para continuar con otros

ensayos, ahora con lineas celulares normales.



ABSTRACT

Based on scientific evidence on the cytotoxic activity of Piper genus secondary metabolites
and their derivatives on various cell lines in in vitro assays, piperlotines were proposed as
novel cytotoxic agents in two cancer cell lines, the breast cancer cell line MCF-7 and the
hepatocellular cancer line HepG2. piperlotines 24, 25 & 26 were prepared by a three-step
synthesis strategy: bromoacetyl bromide amidation, Michaelis-Arbuzov and Horner
Wadsworth Emmons (HWE) reaction. Target compounds were obtained: in 36-62% yield.
These compounds were characterized by H and *3C carbon nuclear magnetic resonance

(NMR) and mass spectrometry (MS).
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To evaluate the cytotoxic activity of piperlotines, an in vitro model was used, the culture of
MCF-7 and HepG2 cell lines and subsequent exposure to 5 serial concentrations of
piperlotines: 500, 250, 125, 62.5 and 31.25 (ug/mL) for 24 hours, using a negative control
of only culture medium, subsequently cell viability was quantified by the calcein AM
method. Significant cytotoxic activity started to be observed from the 62.5 ug/mL
concentration of piperlotines in both cell lines. The mean inhibitory concentration (CI50) of

each piperlotines was calculated, and it was found that piperlotins 24, 25 and 26 presented



cytotoxic activity with CI50 of: 242.8, 104.5 and 159 pg/mL on MCF-7 cell line and 202.5,
81.42, 264.5 pg/mL on HepG2 cell line. It was observed that piperlotines 25 had the highest
potency and equal efficacy on both cell lines compared to piperlotins 24 and 26.

It was concluded that, although all three piperlotins presented cytotoxic activity on all cell

lines, piperlotine 25 could be considered for further testing, now with normal cell lines.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una patologia crénico-degenerativa, cuya caracteristica principal es el
descontrol de la division celular formando tumores en la parte afectada del organismo, y
que puede invadir localmente o a distancia otros tejidos (Organizacion Mundial de la Salud,
2014). Algunos informes indican que el cancer data de aproximadamente 1.7 millones de
afos, de acuerdo con evidencias de osteosarcoma (cancer de huesos) encontradas en
fosiles (Odes et al., 2016). El término cancer proviene de la etimologia griega karkinoma
gue significaba lesidn ulcerosa (Salaverry., 2013). Estudios sobre el origen del cancer dan
evidencia del impacto que tiene el fondo genético y el ambiental, propiciando la generacidn
de tumores que divergen en dos casos: tumores benignos y malignos (Parsa., 2012). Esto

como consecuencia de multiples factores que podemos englobar en 3 grupos:

e Carcinogénicos fisicos como son: radiacidn ultravioleta, rayos x, radiacién gamma.

e Carcinogénicos quimicos: sustancias como el asbesto, contaminantes del humo de
tabaco, aflatoxinas (contaminantes de alimentos) y sustancias intercalantes del ADN
(acridinas, proflavina y bromuro de etidio).

e Carcinogénicos bioldgicos: parasitos, bacterias, virus y las mutaciones naturales

durante procesos de divisidn celular en los mamiferos.

De acuerdo con datos de la OMS, el cancer es la segunda causa de defunciones en el mundo,
representando 9,958,133 muertes en 2020. A nivel mundial, 1 de cada 6 muertes se debid
al cancer. El cancer de pulmén, higado, colorrectal, estédmago y de prdstata son los tipos
mas comunes en el género masculino. Mientras que el de mama, pulmon, colorrectal, cuello
uterino y estdmago son los mas comunes entre las mujeres (Observatorio Global de Cancer,

2020).

La figura 1 muestra el nimero de defunciones a causa de cancer, destacando al cancer de

pulmon, colorrectal, de higado, estémago, y mama (Observatorio Global de Cancer, 2020).



Defunciones registradas en 2020 en el mundo a causa de
cancer

otros canceres 3,932,768

pulmonar 1,796,144

colorrectal
935,173

pancreatico 466,003 /“\estomaca 768,793

esofago 544,076 mama 684,996

Figura 1. Mortalidad por cédncer en el mundo reportado por la OMS. Adaptado de Observatorio Global de Céncer, 2020.

En México, el cancer de mama en 2016 causé 16 defunciones por cada 100,000 mujeres
mayores de 20 afios (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2018). Mientras que para
el sexo masculino fue el carcinoma hepatocelular el predominante en individuos mayores

de 60 afios (Cisneros et al., 2018).

Si bien el cancer es una enfermedad que puede mortal si se detecta en etapas avanzadas,
en algunos casos es curable, cuando la deteccidn se realiza de forma oportunay se sigue el

tratamiento adecuado. Los tratamientos contra el cdncer son principalmente:

e Intervencién quirurgica: La cirugia se realiza en casos en que el tumor es sélido y
localizado en una sola parte del cuerpo o que no haya diseminacién a otros érganos
o tejidos (De la Garza & Judrez, 2014).

e Quimioterapia: consiste en la destruccion directa de las células tumorales. Este

concepto se deriva del hecho de que los farmacos citotdxicos interfieren con la



sintesis y replicaciéon del ADN. La quimioterapia consiste en el suministro de
farmacos que inhiben la divisiéon celular, evitando el crecimiento del tumor o
tumores, induciendo a la muerte celular. El inconveniente de esta estrategia es que
las moléculas suministradas no diferencian a las células sanas de las células de
cancerosas, por lo tanto, también atacan e inducen la muerte de las células sanas
(Cheung et al., 2013).

e Radioterapia, que consiste en la utilizacidon de radiacion de alta energia como los
rayos X o rayos gamma para dafiar o eliminar a las células cancerosas. El mecanismo
de accidn de esta terapia es que, la radiacion daiia la integridad del genoma de las
células de cancer, también se puede daifar a las células sanas del tejido cercano. Una
de las mayores desventajas de este tratamiento es que las mismas radiaciones que
eliminan células cancerosas puedan generar nuevas mutaciones en las células de
tejido sano, y, por tanto, que haya una recaida tras el tratamiento (Bhide & Nutting,
2010).

e Inmunoterapia dirigida: esta terapia consiste en suministrar anticuerpos disefados
para unirse a antigenos especificos, estos anticuerpos son obtenidos mediante
tecnologia de ADN recombinante. El mecanismo de accidn de estos tratamientos es
inducir una respuesta inmunitaria contra las células tumorales; esta accién produce
muerte celular (Esteva et al., 2019). De igual manera que otras terapias contra el
cancer, la inmunoterapia dirigida tiene efectos adversos severos y graves, los cuales
pueden ser desde fiebre, hipotensidon y enfermedades cutaneas hasta afecciones

neuronales como son: convulsiones y encefalopatias (Kroschinsky et al., 2017).

Debido a que las opciones de terapia contra el cancer existentes son ineficientes y
generan efectos adversos contraproducentes en los pacientes, en este trabajo se hizo
un enfoque en el descubrimiento de nuevos agentes citotéxicos basados en la

estructura de metabolitos secundarios.



2. MARCO TEORICO

2.1 Modelos de evaluacion de actividad citotoxica

Para lograr el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento del cancer se requiere de
estudios preclinicos y clinicos. Dentro de los preclinicos se cuenta con los estudios in silico,

in vitro e in vivo.

Los estudios in silico (también llamados de cribado virtual) predicen el posible
comportamiento que pueden tener las moléculas que se estén proponiendo como
compuestos bioactivos en un sistema bioldgico: una enzima, un receptor, un cultivo celular,
etc. Se define compuesto bioactivo, como una sustancia que tiene una actividad bioldgica,
relaciona con su capacidad de moderar algun proceso metabdlico dentro de un organismo,
para obtener mejores condiciones de salud (Seregelj et al., 2020).

Por otra parte, los estudios in vitro son los que se realizan en un ambiente controlado dentro
de un laboratorio, para ello se utilizan lineas celulares aisladas de tumores cancerosos y se
aplican los compuestos de interés directamente en ellos dentro de cajas de cultivo (Atyabi
& Dinarvand, 2012). Por ultimo, se encuentra el estudio in vivo, que es la ultima parte de la
evaluacidn bioldgica preclinica, donde se emplean modelos animales como el ratén, a los
cuales se les suministra el compuesto por diversas vias (oral, intravenosa, tépica, etc.)

simulando una terapia farmacoldgica a un paciente (Gould et al., 2015).

Como ultima fase para el desarrollo de nuevos farmacos estan los ensayos clinicos. Estos

solo se inician una vez superadas las fases preclinicas con éxito.



2.2 Determinacion in vitro de actividad citotoxica en compuestos bioactivos.

Una linea celular es una poblacion de células genéticamente estables de un solo tipo celular,
las cuales se cultivan fuera del organismo original dotdndoles de los nutrimentos esenciales
para su subsistencia, como son sales inorganicas, aminoacidos, vitaminas y otros
componentes como la glucosa. (Sarntivijai et al., 2014). A las lineas celulares que han sido
modificadas para proliferar indefinidamente se les llaman inmortales, las lineas celulares
inmortalizadas se usan en la investigacién para estudiar procesos bioldgicos. Las lineas
celulares han revolucionado la investigacidn cientifica y se estan utilizando en la produccién
de vacunas, probando el metabolismo y la citotoxicidad de los farmacos, la produccién de
anticuerpos, el estudio de la funcién génica, la generacion de tejidos artificiales (por
ejemplo, piel artificial) y la sintesis de compuestos bioldgicos, por ejemplo, proteinas

terapéuticas (Kaur & Dufour, 2012).

2.2.1 Linea celular MCF-7

En el presente trabajo se determiné la actividad citotdxica de compuestos bioactivos en la
linea celular MCF-7 que fue establecida en el afio 1973 por el Dr. Soule en la fundacién del
cancer de Michigan. Son células que fueron aisladas de un derrame pleural de una paciente
caucasica de 69 afos con cdncer de mama metastasico, el cual habia sido tratado con
radioterapia y terapia con hormonas, pero resulté resistente a éstas ultimas (Comsa et al
2015). MCF-7 es una linea celular que ha sido propagada a lo largo de muchos afios por
diversos grupos de investigacién y ha mostrado ser un buen modelo para la investigacién y
desarrollo de tratamientos contra el cancer de mama (Baguley & Leung, 2011). En la figura
2 se muestran dos fotomicrografias de las células MCF-7 tomadas de la pagina de ATTC
(American Type Culture Collection, por sus siglas en inglés), son células cultivadas bajo
condiciones estandares, por ello las células se encuentran con su morfologia caracteristica.
La primera imagen a la izquierda es de un cultivo a baja confluencia, lo que significa que las

células estan creciendo, pero hay poca poblacién dentro del cultivo; a baja confluencia estas



células tienen una morfologia semicircular, estan separadas entre si y es posible
distinguirlas individualmente. Por otro lado, a la derecha esta una micrografia de células
MCF-7 en alta confluencia, aqui la concentracion de células en el cultivo es mucho mayor,
en este punto estas células cambian de morfologia y adquieren una forma poligonal,
ademas se agrupan, en los grupos muy numerosos ya no es posible distinguir a las células

individualmente.

Figura 2. Células de la linea celular MCF-7 bajo microscopio éptico (tomado de la pagina de la

American Type Culture Collection).
Las células MCF-7 tienen receptores de estrégenos y progesterona (ER+ por sus siglas en
inglés), los estrégenos tienen un efecto proliferativo. Las células MCF-7 son de tipo
endotelial y crecen en monocapa en cultivo in vitro, generalmente su tiempo de duplicacion
es lento, oscila entre 30 y 40 horas (Lee et al., 2015). Aunque la linea celular MCF-7 se trata
como una sola entidad, estd compuesta por una variedad de fenotipos individuales que
constituyen una parte de la poblacidn total, estos fenotipos difieren en su nivel de expresién
génica y de la ruta de sefializacion de receptores. Ademas de que se tienen diferencias en
la tasa de proliferacion, esta logra un equilibrio gracias al cultivo constante de la linea celular

(Comsa et al 2015).



2.2.2 Linea celular HepG2

Por otro lado, en el presente trabajo de tesis se utilizd la linea celular HepG2 para la
determinacién de actividad citotéxica de compuestos bioactivos. Esta linea celular
originalmente se aislé de un carcinoma hepatocelular (cancer de higado) mediante biopsias
a un varén caucdsico de 15 ainos; estas células son del tipo endotelial y no tienen la

capacidad de formar tumores al ser depositadas en otros mamiferos (Donato et al., 2014).

Dentro de las caracteristicas de la linea celular HepG2 se sabe que tienen bajos niveles de
expresion del gen CYP1A1 que codifica la enzima de citocromo P450, la cual es crucial para
el metabolismo de farmacos antineopldsicos como el 3-hidroxipaclitaxel (Schulz et al.,
2019), (Quifiones et al., 2008). En la figura 3 se muestran dos micrografias de las células
HepG2 en las que se muestra la morfologia y el crecimiento en condiciones normales de
esta linea celular. En la primera imagen se muestran células HepG2 con baja confluencia,
en este punto las células presentan una morfologia de tipo rémbica alargada, estan
separadas y es posible distinguir algunas células individuales. Por otra parte, a la derecha se
muestra una micrografia de células con alta confluencia, en este punto las células estan

agrupadas sin una forma definida y es imposible distinguir células individuales.

Figura 3. Células de la linea celular HepG2 bajo microscopio éptico (tomado de la pagina de la American Type Culture

Collection)



Por otra parte, existen diversos ensayos que miden la viabilidad y muerte de las células tras
estimulos de compuestos bioactivos. Entre los mds empleados estan los métodos
colorimétricos y luminiscentes. Un método colorimétrico se basa en la actividad de enzimas
que se encuentran en las células, activas en células viables como la deshidrogenasa
mitocondrial, y un método luminiscente como la de anexina, mide la integridad en las
células de la membrana, organelos y material genético como el ADN. A continuacion, se

describen los mas relevantes para el presente trabajo de investigacion.

2.2.3 Ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,3-difeniltetrazol (MTT)

Quiza la prueba colorimétrica mas utilizada para determinar la viabilidad celular es la del
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) 1 (Boncler et al., 2014), este
es un compuesto solido amarillo el cual es reducido a formazan 2, de color morado, por la
accién de deshidrogenasas mitocondriales de las células mediante la reaccién bioquimica
gue se muestra en la figura 4 (Riss et al., 2016). Este método ha sido utilizado para la
determinacién de la actividad citotdxica de extractos vegetales, metabolitos secundarios y
compuestos puros de origen sintético en las lineas celulares HepG2 y MCF-7 (Bahuguna et

al., 2017), que fueron las lineas celulares utilizadas en este proyecto de investigacion.
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Figura 4. Reduccién de MTT (1) a formazan (2) por accidn de la reductasa mitocondrial durante las pruebas de viabilidad

celular (Riss et al., 2016).



2.2.4 Colorante de exclusion azul de tripano

Otra prueba para determinar la viabilidad celular es el recuento de células vivas con un
colorante de exclusion, el azul de tripano, este se introduce en la membrana de las células
que han perdido su integridad, por lo tanto, las células vivas no captan el colorante y es

posible distinguirlas al contarlas en el hemocitémetro (Strober, 2015).

2.2.5 Ensayo de viabilidad con marcadores fluorescentes

Por otra parte, se tienen los ensayos de viabilidad basados en la utilizacién de compuestos
fluorescentes para conocer el estado de las células. Los compuestos fluorescentes tienen la
capacidad de absorber radiacion electromagnética de longitud de onda menor a 380 nmy
emitirla nuevamente a una longitud de onda mayor (luz visible) (Lombardi et al., 2017). Los
compuestos fluorescentes son de gran utilidad y dan una informacion mas precisa sobre la
condicidn de las células, puesto que estas tienen regiones especificas de unién como son la
membrana y los nucleos (ADN) de las células. Los fluoréforos mas utilizados en los ensayos
de viabilidad celular son la anexina y la calceina AM (acetoximetilada). La anexina V es una
proteina capaz de marcar a las células apoptéticas mediante la unién a fosfatidil serina, un
indicador de apoptosis celular. Por lo tanto, la anexina marca a las células que no mantienen
su viabilidad. Esta técnica se emplea generalmente para detectar la viabilidad celular con
un citémetro de flujo (Lombardi et al., 2017). Mientras que la calceina Unicamente marca
las membranas de las células vivas, y se administra a las células en forma de calceina AM
(3), la cual no es fluorescente, pero por accion de las esterasas de las células vivas se
convierte a calceina (4) y fluoresce en color verde que puede ser visto con microscopia de
fluorescencia. La reacciéon de hidrélisis bioquimica se muestra en la figura 5 (Stoddart,

2011).
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Figura 5. Mecanismo de hidrdlisis de la calceina AM (3) (no fluorescencia calceina (4) (fluorescente verde) por accion de esterasas
presentes en las células vivas (Stoddart, 2011).

Otros marcadores fluorescentes son el yoduro de propidio y el bromuro de etidio, ambos
son intercalantes de las bases nitrogenadas del ADN de las células. Al irradiarse luz de una
longitud de onda de 493 nm emiten radiacion de color rojo-anaranjado. Nos da informacion
sobre la muerte de las células puesto que las moléculas de estos compuestos solo llegan al
nucleo cuando la membrana celular se encuentra deteriorada (Demarchi et al., 2006). Estos
ensayos se han empleado en trabajos recientes para evaluar la viabilidad de células

tumorales MCF-7 tratadas con compuestos citotdxicos de plata (Coccini et al., 2014).

Para este trabajo de investigacidn se utilizé el método de viabilidad utilizando calceina AM
marcador fluorescente de la viabilidad celular, porque que es un método de deteccién
directa de las células. La calceina Unicamente marca las membranas de las células viables y
esto permite detectar visiblemente a las células viables al microscopio provisto con lampara
de fluorescencia, ademads nos permite observar posibles cambios morfolédgicos que pueden

sufrir las células al ser tratadas con el agente citotoxico.
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3. ANTECEDENTES
3.1 Quimioterapia del cancer de mama

Actualmente la quimioterapia es el tratamiento mds comun para el cdncer de mama. Entre
los fdrmacos mas utilizados estan: Doxorrubicina 5, la cual es una antraciclina que tiene un
doble efecto, actia como inhibidor de la divisién celular y como intercalante del ADN
también impidiendo la replicacidn. Por otra parte, se encuentra la ciclofosfamida 6, es un
agente alquilante del ADN que al unirse impide su replicacion. Otro farmaco ampliamente
empleado es el Metotrexato 7 (figura 6), el cual tiene como funcién interrumpir la sintesis
de bases nitrogenadas, propiciando asi la inhibicién de la divisidn celular (Spallanzani et al.,
2018). Todos los farmacos citados tienen efectos secundarios importantes como son:
hipertension, pérdida del apetito, fatiga y pérdida de peso, puesto que, al inhibir la divisidon

celular, también se ven afectadas las células sanas de los pacientes (Azim et al., 2011).
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Figura 6. Estructura molecular de la Doxorrubicina (5), ciclofosfamida (6) y metotrexato (7) empleados en la quimioterapia

contra el cdncer de mama.
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3.2 Quimioterapia del cancer de higado

La quimioterapia es una alternativa ampliamente empleada para tratar a los pacientes con
cancer de higado también. En ocasiones se aplica de manera combinada con la radioterapia
cuando el d6rgano hepdtico de los pacientes ha sido afectado significativamente por
enfermedades como la cirrosis y hepatitis (Park et al., 2009). Entre los farmacos aprobados
para su uso en quimioterapia encontramos al sorafenib 8, que es un fdrmaco antagonista
del receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (vasos sanguineos) que impide el
progreso de la vascularizacion del tumor (Reig et al., 2010; Peck-Radosavljevic., 2014). Si
bien este fadrmaco prolonga la supervivencia de los pacientes, produce efectos adversos
como son: fatiga, alopecia, diarrea, nauseas, anorexia, entre otros (Pitoia et al., 2017). Otro
farmaco empleado en quimioterapia contra el cancer de higado es lenvatinib 9 (figura 7) el
cual es un inhibidor selectivo de la actividad cinasa de los factores de crecimiento del
endotelio vascular, ademads incrementa la supervivencia de los pacientes a un tiempo
comparable con sorafenib, pero también tiene efectos adversos, dentro de los que se
encuentran la alopecia, dolor de boca, sangrado nasal, dolor de cabeza u mareos

(Spallanzani et al., 2018).
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Figura 7. Estructuras moleculares de sorafenib (8) y lenvatinib (9) utilizadas para el tratamiento del cancer hepatico.
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3.3 Metabolitos secundarios con actividad citotdoxica o antitumoral

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que son producidos
por hongos, bacterias y plantas. Por medio del metabolismo secundario generan
compuestos que no son esenciales para su desarrollo, sino que los emplean como
mecanismo de defensa contra depredadores o especies, contra las que compiten por el
sustrato o bien para atraer a otras especies que les confiere algun beneficio (Aguirre et al.,

2020).

Los metabolitos secundarios tienen una gran importancia farmacolégica, ya que son
empleados actualmente para el tratamiento del cancer. Por ejemplo, vinblastina 10 y
vincristina 11, que son alcaloides extraidos de la planta Catharanthus roseus, conocida en

muchas regiones del pais como “ninfa” y se emplea como planta ornamental.

Los compuestos mostrados en la figura 8 se comercializan para el tratamiento de algunos
tipos de cancer como: linfomas, leucemia, cdncer de mama y de pulmén (Gezici &
Sekeroglu., 2019). También se conocen otro tipo de metabolitos secundarios como el
paclitaxel 12, que se encuentra de forma natural en la corteza de Taxus brevifolia, y se

emplea para el tratamiento de cdncer de mama, ovario y pulmén (Zhang & Fan., 2014).
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Figura 8. Estructuras moleculares de vinblastina (10), vincristina (11) y paclitaxel (12) con actividad antitumoral empleadas

para el tratamiento de diversos tipos de cancer.

Al mismo tiempo que existen metabolitos secundarios que ya se comercializan para el
tratamiento de cancer, se han realizado investigaciones sobre mas especies vegetales en la
busqueda de metabolitos secundarios con diversas actividades como la anticancerigena. Un
ejemplo de estos metabolitos es el 4cido cindmico (13), este es un acido orgdnico presente
en el aceite esencial de la canela. Las amidas que se han aislado del género Cinnamomum
se denominan cinamamidas. Al acido cinamico se le han realizado diversas modificaciones
estructurales como son polisustituciones con metoxilos en el anillo aromatico, de esta
manera se obtuvieron las cinamamidas mostradas en la figura 9, han presentado actividad
antitumoral, los compuestos 14, 15 y 16. Tuvieron actividad antitumoral en estudios in vitro
en dos lineas celulares de cancer colorrectal, las lineas celulares C2Bbel y WiDr tras 24

horas de exposicion, obtuvieron las Clsp que se muestran en la tabla 1 (Tavares et al., 2016).
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Figura 9. Acido cindmico (13) y cinamamidas 14, 15 Y 16 con similitud estructural que mostraron actividad antitumoral.

14 15 16
Linea celular Clso( uM) Clso( uM) Clso( uM)
C2Bbel 37.3 1323 114.8
WiDr 56.1 84.9 71.4

Tabla 1. Clsp de cinamamidas 14, 15 Y 16 sobre dos lineas celulares de cancer de colon.

Por otra parte, la familia Piperaceae consta de 700 especies que crecen en varias partes del
mundo como el continente asiatico y americano, especificamente en Vietnam, China, India,
Brasil, Peru y México. El género Piper es el mas grande de la familia y tiene numerosos usos
tradicionales para tratar enfermedades intestinales como diarreas, para tratar dolor, y

principalmente inflamacién, (Ravindran & Kallupurackal., 2012).

Varias especies se utilizan como condimentos en la gastronomia de muchos paises. Por
ejemplo: Piper nigrum (pimienta negra), Pimenta dioica (pimienta gorda), Piper auritum
(hierba santa o acuyo) (Nascimento et al., 2012). Asimismo, se trabajos que reportan
actividad antitumoral o citotdxica de extractos etandlicos de Piper nigrum sobre las lineas

celulares HCT-116, HCT-15 y HT-29 de céncer colorrectal (Prashant et al., 2017). En otro
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trabajo se reporta que los extractos etandlicos tuvieron actividad citotéxica e inhibitoria

sobre la linea de cancer de mama MCF-7 (Souza et al., 2016).

Las plantas del género Piper han demostrado tener metabolitos secundarios bioactivos que
presentan algunas caracteristicas en comun, estas moléculas con actividad bioldgica tienen
un grupo amida a, B-insaturado con anillos aromaticos sustituidos con un metoxilo (-MeO)
(Tang et al., 2011). Por esta razén en este trabajo se tomaron como referencia para el

desarrollo de nuevos derivados con actividad citotoxica.

Varios metabolitos aislados del género Piper han sido probados como agentes citotdxicos y
antitumorales, por ejemplo, los compuestos 17 y 18, 19, 20 fueron aislados de la planta
Piper boehmeriaefolium (figura 10) y tuvieron efecto citotdxico sobre la linea celular de
cancer cervicouterino Hela con valores de Clso= de 7.2, 11.61, 12.19, 2.7 pg/mL,

respectivamente (Tangetal., 2011).
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Figura 10. Metabolitos aislados de extractos de Piper boehmeriaefolium.

También se reportd actividad citotéxica de la piplartina 21 y piperina 22 (figura 11) aislados
de extractos de raiz de Piper tuberculatum, los cuales fueron evaluados en in vivo en ratones
con tumor de sarcoma obteniendo porcentajes de inhibicidn significativos en el crecimiento
de los tumores. Se obtuvo una inhibicidn de 28.7 % para piplartina y de 55 % para piperina
utilizando dosis de 50 mg/Kg de peso de los ratones, siendo la piperina la que generd mayor

inhibicion (Bezerra et al., 2006).
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Figura 11. Estructuras de piplartina 21 y piperina 22, ensayados in vivo contra sarcoma en ratones.

Debido a todo lo anterior, se propusieron las amidas a,B-insaturadas unidas a un anillo
aromatico, denominadas también piperlotinas para inhibir la proliferaciéon de las lineas
celulares de cancer de mama (MCF-7) y hepatocelular (HepG2). Hasta donde se sabe, no

hay reportes de que hayan sido evaluados en estas dos lineas celulares de relevancia clinica.

Las piperlotinas son un tipo especifico de cinamamidas que han sido poco estudiadas y que
su estructura molecular (23) se caracterizan por la presencia de una amida ciclica de

pirrolidina conjugada con un anillo bencénico como se representa en la figura 12.

0
R X
N
\3 R=H,MeO.
R
R 23

Figura 12. Estructura general de las Piperlotinas.

Las piperlotinas 24, 25 y 26 mostradas en la figura 13 son amidas que presentaron actividad

inhibitoria sobre la agregacién plaquetaria y anticonvulsivante (Li et al., 2007).

0 o]
H;CO D
/@A)LDH:”CO@MD 3 D
H
H,CO 24 25 3€0 26
OCH;, OCH;

Figura 13. Piperlotinas con actividad antiagregante plaquetario.
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Sin embargo, no se ha reportado su potencial actividad citotdxica. Siendo que estos
compuestos son aislados del género Piper se espera que al igual que otras cinamamidas
antes citadas tengan actividad citotéxica. Debido a que la cantidad de metabolito que es
posible obtener por extractos de plantas es baja, para la realizacién de este trabajo las
piperlotinas se sintetizaron a través de un método previamente desarrollado en nuestro

grupo de investigacion, el cual se muestra en la figura 14 (Ramirez et al., 2019).

(0] (0)
o 0 N0 g0 I\ P
CH2c|2 2 eq P ,P
CN " Br\)J\Br 25°C Br\)LD 60 °C ] ré Q

2eq

(o)

30
27 28 29

(0]
O,I?\)LN KyCO3, ArCHO 31 \3
(0] 40-120 min R,
r R4

24: Ry= H, R,= OMe, R;=H
30

25: R;= OMe, R,=H, R;=OMe

26: R1= OMe, R2=0Me, R3=OM9

Figura 14. Ruta de sintesis de compuestos objetivo 24, 25y 26.
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4. JUSTIFICACION

Actualmente en México el cdncer de mama e higado representan un problema de salud
publica que inhabilita a la poblacién en edad productiva, disminuyendo la calidad de vida y
la productividad laboral, que se traduce en una elevada pérdida econdmica.
Adicionalmente, las terapias existentes siguen siendo insuficientes y ademas tienen efectos
secundarios, por lo que existe la necesidad de descubrir nuevos agentes citotdxicos.
Diversas amidas aisladas de plantas del género Piper han sido descritas como agentes
citotéxicos. Sin embargo, con las piperlotinas no se han descrito esta actividad, por lo que

en este trabajo se propuso su evaluacién en lineas celulares de cdncer de mamay de higado.
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5. HIPOTESIS

Las piperlotinas 24, 25 y 26 presentaran actividad citotdxica sobre las lineas celulares

MCF-7 (cancer de mama) y HepG2 (hepatocarcinoma) en cultivo in vitro
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6. OBIJETIVOS

6. 1 Objetivo general

Sintetizar, purificar, caracterizar y evaluar la actividad citotdxica de las piperlotinas 24, 25y

26 en las lineas celulares HepG2 y MCF-7.

6. 2 Objetivos especificos

e Preparar las piperlotinas 24, 25 y 26 utilizando el método de sintesis previamente
explorado por el grupo de investigacion.

e Purificar los productos finales de sintesis mediante cromatografia en columna,
caracterizarlos mediante espectrometria de resonancia magnética nuclear,
espectrometria de masas y determinar su punto de fusién.

e Evaluar la actividad citotdxica de las piperlotinas 24, 25 y 26 en cultivo in vitro de las
lineas celulares HepG2 y MCF-7 utilizando un marcador fluorescente de viabilidad

celular.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Sintesis y caracterizacién de piperlotinas 24, 25y 26

Actualmente los metabolitos secundarios se pueden obtener mediante sintesis organica. La
sintesis de metabolitos ofrece ventajas importantes comparado con la obtencidn de fuentes
naturales: obtener cantidades grandes y de metabolitos en un periodo de tiempo corto sin
necesidad de la destruccion de poblaciones de organismos productores. Ademas, permite
realizar modificaciones a las estructuras para modular la actividad. También mediante la
sintesis es posible obtener compuestos que no se encuentran de forma natural (Shamaila

et al., 2016; Laev y Salakhutdinov, 2015).

Para obtener las piperlotinas 24, 25 y 26 se siguid la ruta de sintesis reportada por nuestro

grupo de investigacion (Ramirez et al., 2019).

La primera etapa consistié en una reaccién de amidacion de pirrolidina (27) con bromuro
de bromoacetilo (28), en diclorometano a 25 °C para obtener el compuesto 29.
Posteriormente se tratd al intermediario recién formado con fosfito de trietilo a 60 °C para
obtener el segundo intermediario 30 por la reaccion de Michaelis-Arbuzov. Finalmente, se
hizo reaccionar el compuesto 30 con K,COs y un benzaldehido sustituido (31) (olefinacién
de Horner Wadsworth Emmons) en mortero con pistilo por 120, 60 y 70 minutos, para

obtener las piperlotinas 24, 25 y 26 respectivamente.

Los aldehidos aromadaticos utilizados fueron: 4-metoxibenzaldehido, 3,4-
dimetoxibenzaldehido y 3,4,5-trimetoxibenzaldehido para generar las piperlotinas 24, 25y

26, respectivamente.

La purificacion de los compuestos intermediarios y productos finales se realizé mediante
cromatografia en columna. Durante las reacciones se monitoreo la conversion de los

reactivos y formacién de productos por cromatografia en capa fina.
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La caracterizacion de compuestos objetivo es de vital importancia, pues nos permitio

conocer la masa molar del compuesto, su estructura y sus grupos funcionales.

Se contaron con técnicas de analisis instrumental que posibilité la elucidacién estructural
de los metabolitos, como la espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear,

espectrometria de Masas (Skoog et al., 2001).

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica no destructiva que brinda
informacidn sobre la estructuray la estereoquimica de los analitos en funcidn de los nucleos
de elementos como: el protén (*H), carbono (*3C), fldor (*°F) y fésforo (3'P). Ademas, la
técnica de espectrometria de masas nos brinda informacion sobre la masa molecular de los
analitos (Lambert et al., 2019). Como parte de la caracterizacion de compuestos sélidos se
determind el punto de fusidén, que es el cambio de fase de sélido a liquido a una
temperatura y presion especifica. Esto nos ayuda a conocer el grado de pureza de estos

(Yuniati & Rollado, 2018).

7.2 Evaluacidn de actividad citotdxica en lineas celulares

La determinacidn de la actividad antiproliferativa se realizé en el Laboratorio Nacional de
Soluciones Biomiméticas para Diagnodstico y Terapia (LaNSBioDyT, Facultad de ciencias,
UNAM, CDMX). Se utilizaron dos lineas celulares, MCF-7 y HepG2 preservadas en nitrégeno
liquido. Las condiciones de cultivo fueron de acuerdo con el método de cultivo de la ATCC

con ligeras modificaciones (Coleccién de Biologia Celular ATCC, 2020) y esta disponible en:

http//: www.atcc.org.
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7.2.1 Cultivo de células MCF-7 y HepG2

Las células MCF-7 se cultivaron en Medio Esencial Modificado por Dulbecco (DMEM por sus
siglas en inglés) y las HepG2 en medio esencial minimo (MEM por sus siglas en inglés). Los
medios de cultivo se suplementaron con 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB), 1% de
piruvato de sodio y 1% de una mezcla de antibidticos penicilina/estreptomicina. Las células

se incubaron a 37°C en atmdsfera de 5 % de CO; y 100 % de humedad relativa.

Se evalué la actividad citotdxica por separado para cada linea celular empleando la misma
metodologia, Unicamente se cambié de medio de cultivo correspondiente a cada linea

celular.

7.2.2 Ensayo de viabilidad celular

Se realizaron por duplicado los ensayos empleando las concentraciones 500, 250, 125, 62.5

y 31.25 pg/mL de las tres piperlotinas.

Para ello se rotularon dos cajas de cultivo de 12 pozos como se muestra en la figura 15.

Figura 15. Representacion de las cajas de cultivo utilizadas en los ensayos de citotoxicidad.
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Después una caja de 10 cm de didmetro con células MCF-7 con una confluencia de 90%, se
retiré el medio de cultivo, después se realizé un lavado con 2 mL de solucién de tripsina-
EDTA. Para desprender a las células de la caja de Petri se agregaron 2 mL de tripsina-EDTA
y se incubd a 37°C por 4 minutos. Posteriormente para inactivar la tripsina-EDTA se
agregaron 3 mL de DMEM suplementado. Se resuspendieron las células de la caja con ayuda
de un pipeteador automatico. Para realizar el conteo de las células en la cdmara de
Neubauer, en un microtubo para PCR se anadieron 10 uL de la suspensién celular + 10 pL
de azul de tripan, se homogeneizé el contenido y se tomaron 10 plL de la solucién para

aplicar a la cdmara de Neubauer, se registro lo cuantificado.

Se realizaron los cdlculos para sembrar 100,000 células en cada pozo rotulado previamente

en la placa de 12 pocillos.

Se adicioné medio DMEM fresco suficiente para obtener un volumen final de 1 mL por pozo
junto con las células, las cuales se incubaron a 37° C, con 5% CO; por 24 horas. Transcurridas
las 24 horas de incubacion de las células, se realizd la aplicacién de las muestras de la
piperlotina 24. Para ello se definié medio DMEM como control negativo, se preparé el stock
de la piperlotina 24 a una concentracién de 30 mg/mL, pesando 30 mg del compuesto puro

y disolviendo en DMSO hasta aforar a 1 mL.

Posteriormente se retird el medio de cultivo de las cajas de 12 pozos sembradas el dia
anterior. Se realizé un lavado con 1 mL de PBS estéril y a cada pozo se le agregaron 983.3,
991.67, 995.84, 997.917 y 998.96 uL de DMEM fresco a los pozos rotulados con 500, 250,
125, 62.5 y 31.25 pg/mL respectivamente, en el pozo del control solo se agregd 1 mL de

medio fresco. Se incubaron a 37 °C con 5% CO; por 24 horas.

Por ultimo, se realizé el ensayo de viabilidad celular como se describe en la bibliografia
(Venter & Niesler, 2019), cambiando el medio de cultivo suplementado por medio de ayuno
con la proporcién de 1 uL de calceina de la marca Sigma-Aldrich grado reactivo por cada mL
de medio de ayuno para marcaje fluorescente, para ello se atemperé el medio DMEM de
ayuno y el PBS. Para preparar 25 mL de la solucidon de medio de marcaje para las dos placas

de cultivo se agregaron 25 uL de calceina AM a 24.975 mL de DMEM de ayuno en un tubo
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conico de 50 mL. Para aplicar la solucién de marcaje a las células se retiré el medio de
cultivo, posteriormente realizé un lavado con PBS estéril 1 mL por pocillo con células, se
aplicé 1 mL de medio de marcaje a cada pozo con células y se incubaron por 15 minutos,
posteriormente se realizd la visualizaciéon de las cajas de cultivo en microscopio de
fluorescencia ZOE de la marca Bio-Rad en el canal verde con las especificaciones: excitacién
a 480/17 nm; emision a 517/23 nm. Se tomaron cinco fotografias por pozo, en 5 regiones

diferentes como se muestra en la figura 16.

Figura 16. Regiones del pocillo con células en las que se tomaron las fotografias durante el ensayo de viabilidad celular con
calceina AM.

Para cuantificar las dreas totales con presencia de células viables marcadas en verde de las
imagenes capturadas se empled el software Imagel versién 1.8.0_112 para sistema
operativo Windows con arquitectura de 64 bits. Se registraron todas las areas de las células
viables en una hoja de célculo y se procedié a normalizarlas para obtener el valor de cada
experimento con referencia en el valor del control negativo, para ello se calculé el promedio
de las 5 areas de las imagenes del control, se calcularon los porcentajes de viabilidad de
todas las imagenes tomando el promedio del area de las células del control como el 100 %

de viabilidad como describe la siguiente formula.

area de células (pixeles”2)(100)

= % de viabilidad celular.
promedio del drea de imagen control (pixeles”2) %
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Una vez obtenidos los porcentajes de viabilidad, se prosiguio a realizar el analisis de varianza
(ANOVA) de una sola via con el software GraphPad Prism version 8.0.1.. Para el analisis se
formaron 3 grupos experimentales, cada grupo representaba a una de piperlotinas 24,25y
26, respectivamente, cada grupo quedd conformado por seis subcolumnas que representan
a las 5 concentraciones de cada piperlotina ademas el control de medio de cultivo, en total
se obtuvieron 10 datos de viabilidad, 5 porcentajes de viabilidad de cada ensayo por

duplicado como se ejemplifica en la tabla 2.

- Piperlotina
- Concentraciones pg/mL

- Control (0) 31.25 62.5 125 250 500
muestra 1 muestra 1 muestra 1 muestra 1 muestra 1 muestra 1
® muestra 2 muestra 2 muestra 2 muestra 2 muestra 2 muestra 2
= muestra 3 muestra 3 muestra 3 muestra 3 muestra 3 muestra 3
E muestra 4 muestra 4 muestra 4 muestra 4 muestra 4 muestra 4
E muestra 5 muestra 5 muestra 3 muestra 5 muestra 5 muestra 3
i muestra 6 muestra 6 muestra 6 muestra 6 muestra 6 muestra 6
.E muestra 7 muestra 7 muestra 7 muestra 7 muestra 7 muestra 7
el muesira & muestra 8 muesira & muestra 8 muestra 8 muestra &
E_ muesira 3 muestra 9 muesira 9 muestra 9 muestra 9 muestra 9
muestra 10 muestra 10  muestra 10 muestra 10  muestra 10  muestra 10

Tabla 2. Representacion del acomodo de los datos de porcentajes de viabilidad normalizados para la realizacidn del analisis

de varianza (ANOVA) de las piperlotinas 24, 25 y 26 usando una prueba de Tukey.
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Por otra parte, para realizar el cdlculo de las Clso de las piperlotinas para cada linea celular
se formaron 3 grupos correspondientes a cada piperlotina, como variable independiente se
colocaron las concentraciones contra los porcentajes de viabilidad con 10 repeticiones
obtenidas para cada piperlotina como se ejemplifica en la tabla 3. Posteriormente se
normalizaron las concentraciones a log de la concentracién, luego se ejecutd el analisis

mediante la opcién de curva con regresion lineal.

Piperlotina

muestra 1 muestra 2 muestra3  muestra 4 muestra 5 muestra&  muestra¥  muestra 3 muestra®  muestra 10

muestra 1 muesztra 2 muestrs 3 muestra 4 muestra 5 muestra & muestra 7 muesztra & muestra 3 muestrs 10

muestra 1 muesztra 2 muestrs 3 muestra 4 muestra 5 muestra & muestra 7 muesztra & muestra 3 muestra 10

muestra 1 muesztra 2 muestra 2 muestra 4 mueztra 5 muestra & muestra 7 muesztra & muestra ¥ muestrs 10

muestra 1 muestra 2 muestra 3 muestra 4 muestra 5 muestra & muestra 7 muestra & muestra 3 muestra 10

muestra 1 muestra 2 muestra 3 muestra 4 muestra 5 muestra & muestra 7 muestra & muestra 3 muestra 10

Tabla 3. Representacidn del acomodo de los datos de porcentajes de viabilidad normalizados para la determinacion de las

concentraciones inhibitorias medias (Clso) de las piperlotinas 37, 38 y 39, el software GraphPad Prism graficé la media de

+/-SD.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Sintesis de los compuestos 29, 30 y las piperlotinas 24, 25 y 26.

La sintesis de las piperlotinas se llevd a cabo en tres etapas de reaccion. La primera etapa
consistié en la amidacion de la pirrolidina 27 con bromuro de bromoacetilo 28 para la
formacién del primer intermediario de reaccion 29, el producto de reaccién se purificd por
un proceso de extraccién liquido-liquido, obteniéndose un sdélido de color blanco con un

rendimiento de 89 % (figura 17).0

o CH,CI 0
N-H+ B Sl SN
C Ir\)LBr 25 °C Br\)LD
2eq 89 %

27 28 29

Figura 17. Sintesis del bromuro de alquilo (29).

Una vez obtenido el primer intermediario de reaccién 29, se tratd con fosfito de trietilo a

60 °C sin disolvente durante 6.5 horas para obtener el fosfonato 30 como se describe en la

figura 18.

J

0.2.0 0
V NPI V LO'P

(0)
Br\)LD 2cd 60 °C r(l) D

(o)

29
Figura 18. Sintesis del intermediario 30.

Finalmente se realizo la tercera etapa de reaccidn para obtener las piperlotinas 24, 25y 26

mediante la reacciéon de olefinacion de Horner Wadsworth Emmons del fosfonato 30 con
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un benzaldehido sustituido y K;COs en un mortero con pistilo durante una hora de molienda
constante (figura 19). Se obtuvieron los productos 24, 25 y 26 con rendimientos de 60, 77 y

56 %, respectivamente.

R

2
|/ 30 1h R, 24 Ri=H, R,= OMe, Ry=H

o
(o) (o) R N
11 3
N
L o‘g\)L DKZCO3, ArCHO 31_ Q

25: R,= OMe, R,=H, R;=OMe

26: R;= OMe, R,=OMe, R;=OMe

Figura 19. sintesis de las Piperlotinas 24, 25y 26.

La reaccién de Horner-Wadsworth-Emmons fue selectiva para la sintesis de los tres
productos finales, aislando uUnicamente el isémero E, lo cual se confirmé con Ia
caracterizacién mediante RMN de 'H y 3C. En la figura 20 se muestra el espectro obtenido

de andlisis de RMN de *H y RMN de 3C del producto 24 (figura 21).

En el espectro de RMN !H se observaron sefiales multiples en 1.87-2.01 ppm
correspondientes a los hidrégenos mas desprotegidos de la pirrolidina, en 3.59-3.62 se
observaron dos sefiales triples correspondientes a los hidréogenos cercanos al nitrégeno, en
3.82 ppm se observé una sefal sencilla correspondiente a los hidrégenos del metoxilo, los
hidrégenos vinilicos aparecen en 6.60 y 7.66 ppm correspondientes a los protones unidos a
los carbonos a y B, con una constante de acoplamiento de 15.5 Hz, tipica de protones en
configuracion trans. Por ultimo, se observaron en 6.88 y 7.47 ppm las sefiales

correspondientes a los hidrogenos del anillo aromatico.
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Figura 20. Espectro de 'H (400 MHz, CDCls) de la piperlotina 24.

Para el caso del espectro de '3C se observaron las 12 sefiales, en 24.5 y 26.3 se observan los
carbonos mas protegidos de la pirrolidina, mientras que en 46.18 y 46.72 se ven las sefiales
correspondientes a los carbonos unidos al nitrégeno, hasta en 55.52 ppm se observa el
carbono caracteristico del metoxilo. Las sefiales de los carbonos vinilicos aparecen en
116.65 (a) ppm y 141.46 (B) ppm, las sefales correspondientes a los carbonos del fenilo
aparecen en 114.35, 128.26, 129.54 y 160.94 ppm, mientras que en 165.21 ppm aparece

la sefial correspondiente al carbono del carbonilo.
Con la informacidn obtenida de los espectros de RMN de H y 13C, pudimos comprobar que

obtuvimos la piperlotina 24.
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Figura 21. Espectro de 13C (100 MHz, CDCls) de la piperlotina 24.

8.2 Efecto citotoxico de las piperlotinas 24, 25 y 26 sobre la linea celular MCF-7

Para evaluar la citotoxicidad de las piperlotinas 24, 25 y 26, se procedid a la evaluacién de

su actividad citotdxica sobre las lineas celulares MCF-7 y HepG2, mediante el ensayo de

calceina AM.

En esquema 1 se muestran los histogramas obtenidos de la prueba ANOVA del ensayo con

la linea celular MCF-7.
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Esquema 1. Evaluacion de la citotoxicidad a 24 h de exposicion de las piperlotinas 24, 25 y 26 en MCF-7. Se realiz6é un
ANOVA de una via usando una prueba de Tukey. * P<0.05 vs control, *** P=0.0001 vs control, **** P<0.0001 vs control.

La piperlotina 24 se presentd un efecto significativo desde la concentracién 62.5 ug/mL,
para las concentraciones de 125 pg/mL hasta 500 pg/mL con valor de P<0.0001 vs control.
Para la piperlotina 25 se observa diferencia significativa desde la concentracién minima de

32.25 pg/mL con P=0.0001 vs control, y P<0.0001 vs control, respectivamente.

Por ultimo, en el ensayo con la piperlotina 26, se mostré diferencia significativa a partir de

la concentracion 62.5 pg/mLy con una P<0.0001 vs control.
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Este comportamiento al parecer es dependiente de la concentracién de las piperlotinas en
los 3 casos, ya que los valores de viabilidad disminuyen conforme incrementan las

concentraciones de los compuestos.

Aungue el efecto es similar para los tres casos. Se observd mayor citotoxicidad para la
piperlotina 25 en las concentraciones de 62.5, 125, 250 y 500 pg/mL, comparada con 24 y

26 en la linea celular MCF-7.

Por otra parte, para poder definir el efecto de las piperlotinas 24, 25y 26 para la linea celular
MCF-7, se determinaron las concentraciones inhibitorias medias (Clso) de cada una
(esquema 2), ademas, en la tabla 4 se muestran las concentraciones inhibitorias medias
obtenidas para cada piperlotina, que fueron 242.8, 104.5 y 159 ug/mlL, para las piperlotinas

24, 25 y 26, respectivamente.

concentracion-respuesta MCF-7

0 0
0 H,CO x D H,CO > D
150 — WD
H5CO
OCH, OCH,

H,CO
B Piperlotina 24 = Piperlotina 25 i Piperlotina 26

Viabilidad celular (%)

0 I I

1 2 3
log concentracion

Esquema 2. Curva concentracion-respuesta de las piperlotinas 24, 25 y 26 obtenidas de los ensayos de citotoxicidad sobre
la linea celular MCF-7. Los datos son expresados como la media +/- SD.
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Compuesto Clso (ng/mL)

[0}
NS
/©/\)LD 242.8
H,CO ”
(o]
H,CO S
O
104.5
=08

OCH,
[0}
Hg,CO@A)LN
% 159
H,CO 2
OCH,

Tabla 4. Concentraciones inhibitorias medias (Clso) de las piperlotinas 24, 25 y 26 sobre la linea celular MCF-7.

Comparando las Clso obtenidas para las tres piperlotinas, observamos que en las
piperlotinas 24, 25 y 26 tienden a incrementar su potencia, al pasar de uno a dos
sustituyentes en el anillo aromatico. Pero esta tendencia se pierde cuando en la molécula

se agregan tres sustituyentes metoxilo, pues su potencia disminuye considerablemente.

Se seleccionaron algunas fotomicrografias que representan el efecto descrito por el andlisis
estadistico para representar de manera visual la reduccidn de la viabilidad causada por las
piperlotinas 24, 25 y 26. En el esquema 3 de la siguiente pdagina se presenta el comparativo
entre lo observado para las células MCF-7 con el tratamiento de las concentraciones de 500,

250, 125, 62.5y 31.25 pug/mL de cada piperlotina contra micrografia del control.
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Esquema 3. Micrografias de las células MCF-7 expuestas a las concentraciones de 500, 250, 125, 62.5 y 31.25 pg/mL de
las piperlotinas 24, 25 y 26 tras 24 h de exposicion. Las piperlotinas se muestra en el encabezado de las columnas de
imagenes marcadas con calceina AM tomadas en microscopio con filtro en verde bajo la lente de 20 X (cada micrografia

tiene una barra de escala de 100 um).
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En primer lugar, se observa para el caso de la piperlotina 24, comparando la micrografia del
control de solo medio de cultivo, las micrografias obtenidas empleado las concentraciones
31.25, 62.5, 125, 250 pug/mL muestran que, si bien, la poblacion viable (marcadas en verde
por la calceina AM) es dependiente de la concentracion del tratamiento, las células
mantienen su morfologia caracteristica de forma poligonal alargada, formando colonias
compactas con forma poligonal (Comsa et al, 2015). Para la micrografia de la concentracion

de 500 pg/mL no se logran observar células viables.

Para el caso de las micrografias obtenidas en el ensayo con la piperlotina 25, la disminucién
de la poblacion de células debido a la pérdida de su viabilidad es visible desde la
concentracién de 31.25 pg/mL, ademds desde esta concentracidon hasta 125 pg/mL, la
morfologia se conserva salvo en de 250 pg/mL, se pierde la morfologia original de las células
MCF-7 y solo pocas células redondeadas. Ya en micrografia obtenida de la concentracidn
mas alta, practicamente no se observan células viables ni tampoco particulas suspendidas,
lo que nos lleva a pensar que la piperlotina 25 en la concentracion de 500 pg/mL acaba
completamente con la poblacidn de células, pero no genera desprendimiento de estas de

la caja de cultivo.

Por ultimo, describimos el comportamiento de la piperlotina 26, la cual tuvo un efecto
aparentemente paulatino sobre la viabilidad de las células conforme aumenté la
concentracion, en las micrografias observamos un descenso visible en la poblacién de las
células viables conforme aumenta la concentracion del tratamiento. En la micrografia de las
células expuestas a la mayor concentracién (500 pg/mL) se observan Unicamente dos
cumulos de células agrupadas, mientras que hay particulas circulares que fueron afectadas

por el tratamiento y perdieron su morfologia poligonal.
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8.3 Efecto citotodxico de las piperlotinas 24, 25 y 26 sobre la linea celular HepG2

Posterior al ensayo con MCF-7, las piperlotinas 24-26 fueron evaluadas en la linea celular
HepG2. De la prueba ANOVA de una via se obtuvieron los histogramas que se muestran en

el esquema 4.
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Esquema 4. Evaluacion de la citotoxicidad a 24 h de exposicidn de las piperlotinas 24, 25y 26 en HepG2 . se realizé el calculo
de ANOVA de una via usando una prueba de Tukey. * P<0.05 vs control, **** P<0.0001 vs control.
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Analizando el histograma de la piperlotina 24, se observd disminucién significativa de la
viabilidad celular desde la concentracion de 125 pg/mL. Pero en las concentraciones

siguientes de 250 y 500 pg/mL la reduccién de la viabilidad es visiblemente mayor.

Por otra parte, el efecto citotéxico de la piperlotina 25 se observa desde la concentracién
minima (31.25 pg/mL) pero con diferencia significativa a partir de la concentracion de 62.5
pug/mL, la viabilidad celular en este ensayo sufre un descenso gradual hasta ser

practicamente nula para la concentracion de 500 pg/mL.

Por Jltimo, la piperlotina 26 presentd actividad citotoxica significativa desde la
concentracién de 62.5 pug/mL la disminucion de la viabilidad celular es menor a la observada

para las piperlotinas 24 y 25.

Una vez analizando los histogramas de los ensayos de citotoxicidad de las piperlotinas 24,
25 y 26, observando que la viabilidad de las células se ve reducida significativamente
conforme incrementa la concentracién de la piperlotina aplicada, podemos concluir que
este efecto es dependiente de la concentracion del compuesto. Por ello se prosiguid a
calcular las concentraciones inhibitorias medias (Clso) de las piperlotinas 24, 25 y 26 para

asi poder conocer la potencia que tiene cada una en esta linea celular (esquema 5).
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Esquema 5. Curva concentracion-respuesta de las piperlotinas 24, 25 y 26 obtenidas de los ensayos de citotoxicidad
sobre la linea celular Hepg2. Los datos son expresados como la media +/- SD.

Comparando las Clspobtenidas para las tres piperlotinas, observamos que la piperlotina mas
potente fue 25, seguida de 24 y por ultimo 26. En las piperlotinas 24 y 25 tienden a
incrementar su potencia al pasar de uno a dos sustituyentes metoxilo como se ejemplifica

en la tabla 5.

Por otra parte, cuando se pasan a tres sustituyentes metoxilo en la piperlotina 26 se ve
drasticamente reducida la potencia, incluso menor a la que se observé para la piperlotina

24 con un solo metoxilo.
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Tabla 5. Comparativo de las Clsq de las piperlotinas 24, 25 y 26 en la linea celular HepG2.

Para complementar la evidencia de la pérdida de la viabilidad celular a causa la exposicién

a las piperlotinas 24, 25 y 26, se realizé el analisis de micrografias obtenidas de cada ensayo

con las células viables marcadas con el fluoréforo calceina AM.

En el esquema 6 se presenta un comparativo entre lo observado para las células HepG2 por

la exposicidn de las concentraciones 500, 250, 125, 62.5 y 31.25 pg/mL de cada piperlotina

contra micrografia del control, las cuales se describen a continuacidn.
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Esquema 6. Micrografias de las células HepG2 expuestas a las concentraciones de 500, 250, 125, 62.5 y 31.25 ug/mL de
las piperlotinas 24, 25 y 26 tras 24 h de exposicion. Las piperlotinas se muestra en el encabezado de las columnas de
imdgenes marcadas con calceina AM tomadas en microscopio con filtro en verde bajo la lente de 20 X (cada micrografia
tiene una barra de escala de 100 um).
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Para la piperlotina 24 se observd disminucién de la viabilidad celular conforme aumentaba
la concentracion, en todas las concentraciones se observan células viables, estas pierden su

morfologia caracteristica de formacidn de grupos con forma poligonal (Bokhari et al.,2007).

En el caso de la piperlotina 25, se observa una ligera reduccién de la viabilidad celular desde
la concentracion mas baja del metabolito respecto al control. Pero desde 62.5 pg/mL se ve
una mayor reduccién de la viabilidad hasta que en la de 250 pg/mL se ve una reduccién muy
drastica al observarse solo unas cuantas células viables individuales que perdieron su
morfologia y adoptaron una forma circular. Ya en la concentracion de 500 pg/mL,
practicamente la viabilidad es nula y se puede concluir que el porcentaje de viabilidad

celular también es dependiente de la concentracién del tratamiento.

Por ultimo, en los tratamientos con la piperlotina 26 sobre la linea celular HepG2, se observa
una disminucién de la viabilidad de las células que se empieza a ver desde la concentracién
de 62.5 pg/mL, y va disminuyendo paulatinamente conforme aumenta la concentracion de
la piperlotina. A la concentracion de 500 pug/mL aun se observa un importante nimero de

células viables y que ademas conservan su morfologia.

Habiendo observado que de las 3 piperlotinas evaluadas, la que presentd la mayor potencia
fue la piperlotina 25 que tuvo un valor de Clsp menor y ademas en su maxima concentracion
practicamente la viabilidad celular fue cero, se podria considerar que tiene un mayor
potencial farmacoldgico, puesto que se requiere una menor concentracion para conseguir

el efecto deseado.

Por ultimo, el efecto observado en las piperlotinas 24, 25 y 26 cuando pasan de uno a dos
sustituyentes metoxilo en el anillo aromatico, posiblemente se deba a que de esta manera
la molécula adquiere mayor densidad electrénica en el anillo aromatico y se vuelva mas afin
a alguna diana molecular que genera el efecto citotdxico, por eso incrementa el efecto
citotoxico. Por otra parte, cuando pasa de dos a tres sustituyentes metoxilo, la citotoxicidad
nuevamente se ve reducida, esto posiblemente por alglin efecto de impedimento estérico
de la molécula al tener un mayor volumen en su estructura y eso podria estar moderando

su accion.
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9. CONCLUSIONES

Las piperlotinas 24, 25 y 26 fueron sintetizadas, purificadas y caracterizadas mediante

espectrometria de resonancia magnética nuclear como diastereoisémeros (E).

Los compuestos sintetizados fueron evaluados como agentes citotdxicos por primera vez,
mostrando potencial farmacolégico al presentar actividad inhibitoria sobre las lineas

celulares MCF-7 y HepG2 de cancer de mama y hepatico.

Las Clsode las piperlotinas 24, 25 y 26 fueron de 242.8, 104.5, 159 ug/mL, respectivamente

sobre la linea celular MCF-7. La piperlotina 25 fue la mas potente en esta linea celular.

Para la linea celular HepG2 las Clso de las piperlotinas 24, 25 y 26 fueron 202.5, 81.42, 264.5

ug/mL, respectivamente. La piperlotina 25 fue la mas potente sobre esta linea celular.

La piperlotina 25 fue la mas potente para ambas lineas celulares, esta piperlotina se

caracteriza por la sustitucion en meta de dos metoxilos en el anillo aromatico.

Por lo tanto, la piperlotina 25 es candidata a ensayos in vitro con células no cancerigenas

para evaluar su selectividad hacia las lineas celulares MCF-7 y HepG2.

44



10. BIBLIOGRAFIA

Aguirre-Becerra, H., Vazquez-Hernandez, M. C., Saenz de la O, D., Alvarado-Mariana,
A., Guevara-Gonzalez, R. G., Garcia-Trejo, J. F., & Feregrino-Perez, A. A. (2021). Role
of stress and defense in plant secondary metabolites production. In Bioactive

natural products for pharmaceutical applications,151-195).

Atyabi, F., & Dinarvand, R. (2012). Chitosan—Pluronic nanoparticles as oral delivery
of anticancer gemcitabine: preparation and in vitro study. International Journal of
Nanomedicine, 2012:7, 1851—1863.

Azim, H., De Azambuja, E., Colozza, M., Bines, J., & Piccart, M. (2011). Long-term
toxic effects of adjuvant chemotherapy in breast cancer. Annals of Oncology, 22(9),
1939-1947.

Baguley, B. C., & Leung, E. (2011). Heterogeneity of phenotype in breast cancer cell
lines. Breast Cancer Cells-carcinogenesis, cell Growth and signaling pathways: Intech

Publishers, 245-256.

Bahuguna, A., Khan, I., Bajpai, V., & Kang, S. (2017). MTT assay to evaluate the
cytotoxic potential of a drug. Bangladesh Journal of Pharmacology, 12(2), Available

Online: October 12, 2020.

Bezerra, D., Castro, F., Alves, A., Pessoa, C., Moraes, M., Silveira, E., . . . Costa-Lotufo,
L. (2006). In vivo growth-inhibition of Sarcoma 180 by piplartine and piperine, two
alkaloid amides from Piper. Brazilian Journal of Medical and Biological Research,

39(6), 801-807.

Bhide, S. A., & Nutting, C. M. (2010). Recent advances in radiotherapy. BMC
medicine, 8(1), 25.

Bokhari, M., Carnachan, R. J., Cameron, N. R., & Przyborski, S. A. (2007). Culture of
HepG2 liver cells on three dimensional polystyrene scaffolds enhances cell structure

and function during toxicological challenge. Journal of Anatomy, (211), 567-576.

45



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Boncler, M., Roézalski, M., Krajewska, U., Podsedek, A., & Watala, C. (2014).
Comparison of PrestoBlue and MTT assays of cellular viability in the assessment of
anti-proliferative effects of plant extracts on human endothelial cells. Journal of
Pharmacological and Toxicological Methods, 69(1), 9-16.

Cheung, K., Giaever, G., & Nislow, C. (2013). DNA-Damaging Agents in Cancer
Chemotherapy: Serendipity and Chemical Biology. Chemistry & Biology, 20(5), 648—
659.

Cisneros, L., Gonzdlez, M., Lépez, J., & Kuljacha, A. (2018). Caracterizacion del
carcinoma hepatocelular en México. Revista de Gastroenterologia de México, 83(3),

223-227.

Coccini, T., Manzo, L., Bellotti, V., & de Simone, U. (2014). Assessment of Cellular
Responses after Short- and Long-Term Exposure to Silver Nanoparticles in Human
Neuroblastoma (SH-SY5Y) and Astrocytoma (D384) Cells. The Scientific World
Journal, 2014, 1-13.

Comsa, S., Cimpean, A. M. & Raica, M (2015). The Story of MCF-7 Breast Cancer Cell
Line: 40 years of Experience in Research. Anticancer Res 35, 3147-3154.

de Souza Grinevicius, V. M. A., Kviecinski, M. R., Mota, N. S. R. S., Ourique, F., Castro,
L. S. E. P. W., Andreguetti, R. R., ... & Pedrosa, R. C. (2016). Piper nigrum ethanolic
extract rich in piperamides causes ROS overproduction, oxidative damage in DNA
leading to cell cycle arrest and apoptosis in cancer cells. Journal of
ethnopharmacology, 189, 139-147. Spallanzani, A., Orsi, G., Andrikou, K.,
Gelsomino, F., Rimini, M., Riggi, L., & Cascinu, S. (2018). Lenvatinib as a therapy for
unresectable hepatocellular carcinoma. Expert Review of Anticancer Therapy,
18(11), 1069-1076.

Demarchi, F., Bertoli, C., Copetti, T., Tanida, I|., Brancolini, C., Eskelinen, E., &
Schneider, C. (2006). Calpain is required for macroautophagy in mammalian cells.

The Journal of Cell Biology, 175(4), 595-605.

46



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Donato, M. T., Tolosa, L., & Gomez-Lechdn, M. J. (2015). Culture and functional
characterization of human hepatoma HepG2 cells. In Protocols in In Vitro

Hepatocyte Research (pp. 77-93). Humana Press, New York, NY

Esteva, F. J., Hubbard-Lucey, V. M., Tang, J., & Pusztai, L. (2019). Immunotherapy
and targeted therapy combinations in metastatic breast cancer. The Lancet

Oncology, 20(3), 175-186.

Garza, J. G. De, & Juarez, P. (2014). El cdncer. Nuevo Ledn, México: La ciencia a tu
alcance.

Gezici, S., & Sekeroglu, N. (2019). Current perspectives in the application of
medicinal plants against cancer: novel therapeutic agents. Anti-Cancer Agents in
Medicinal Chemistry (Formerly Current Medicinal Chemistry-Anti-Cancer Agents),

19(1), 101-111.

Gould, S. E., Junttila, M. R., & de Sauvage, F. J. (2015). Translational value of mouse

models in oncology drug development. Nature Medicine, 21(5), 431-439.

Kaur, G., & Dufour, J. M. (2012). p70 S6 kinase and actin dynamics: a perspective.
Spermatogenesis, 2(1), 44-52.

Kroschinsky, F., Stolzel, F., von Bonin, S., Beutel, G., Kochanek, M., Kiehl, M., &
Schellongowski, P. (2017). New drugs, new toxicities: severe side effects of modern
targeted and immunotherapy of cancer and their management. Critical Care, 21(1),

3-5.

Laev, S. S., & Salakhutdinov, N. F. (2015). Anti-arthritic agents: Progress and
potential. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 23(13), 3059—-3080.

Lambert, J. B., Mazzola, E. P., & Ridge, C. D. (2019). Nuclear magnetic resonance
spectroscopy: an introduction to principles, applications, and experimental

methods. John Wiley & Sons. 41 (27), 289-293.

47



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Lee, A. V., Oesterreich, S., & Davidson, N. E. (2015). MCF-7 Cells--Changing the
Course of Breast Cancer Research and Care for 45 Years. JNCI Journal of the National
Cancer Institute, 107(7), 073.

Li, C., Tsai, W., Damu, A. G., Lee, E.,, Wu, T., Dung, N. X,, ... Thanh, L. (2007). Isolation
and ldentification of Antiplatelet Aggregatory Principles from the Leaves of Piper
lolot. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55(23), 9436-9442.

Lombardi, V. R., Carrera, ., & Cacabelos, R. (2018). In vitro and in vivo cytotoxic
effect of AntiGan against tumor cells. Experimental and Therapeutic Medicine,
15(3), 2547-2556.

MCF-7 Tam1l ATCC ® CRL-3435™ Homo sapiens mammary gland; brea. (s.f.).
Recuperado 30 enero, 2020, de https://www.lgcstandards-
atcc.org:443/products/all/CRL-3435.aspx?geo_country=nl.

México - Estadisticas Vitales. Mortalidad, Defunciones Generales 2017 - variable -
V158. (s.f.). Recuperado 3 febrero, 2020, de
https://www.inegi.org.mx/rnm/index.php/catalog/407/datafile/F5/V158
Nascimento, J. C., Paula, V. F., David, J. M., & David, J. P. (2012). Occurrence,
biological activities and 13C NMR data of amides from Piper (Piperaceae). Quimica
Nova, 35(11), 2288-2311.

Odes, E. J., Randolph-Quinney, P. S., Steyn, M., Throckmorton, Z., Smilg, J. S., Zipfel,
B., & Berger, L. R. (2016). Earliest hominin cancer: 1.7-million-year-old osteosarcoma
from Swartkrans Cave, South Africa. South African Journal of Science, 112(7-8), 1-5.
Organization Mundial de la Salud. Definition cancer. Recuperado de
https://www.who.int/health-topics/cancer#tab=tab_1

Park, J., Kim, M., Kim, K., Park, D. H., Moon, S., Song, T. J., ... Lee, S. K. (2009). Natural
History and Prognostic Factors of Advanced Cholangiocarcinoma without Surgery,
Chemotherapy, or Radiotherapy: A Large-Scale Observational Study. Gut and Liver,
3(4), 298-305.

Parsa, N. (2012). Environmental factors inducing human cancers. Iranian journal of

public health, 41(11), 1.

48



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Parsa, N. (2012). Environmental factors inducing human cancers. Iranian journal of
public health, 41(11), 1.

Peck-Radosavljevic, M. (2014). Drug Therapy for Advanced-Stage Liver Cancer. Liver
Cancer, 3(2), 125-131.

Pitoia, F., Schmidt, A., Bueno, F., Mocarbel, Y., Jerkovich, F., &amp; Abelleira, E.
(2017). Guia practica para el manejo de efectos adversos por inhibidores
multicinasas (sorafenib y vandetanib) en pacientes con cancer de tiroides avanzado.

Revista Argentina de Endocrinologia y Metabolismo, 54(1), 8—20.

Prashant, A., Rangaswamy, C., Yadav, A. K., Reddy, V., Sowmya, M. N., &
Madhunapantula, S. (2017). In vitro anticancer activity of ethanolic extracts of Piper
nigrum against colorectal carcinoma cell lines. International Journal of Applied and

Basic Medical Research, 7(1), 67.

Quinones S, L., Rosero P, M., Roco A, N., Moreno T, |., Sasso A, J., Varela F, N.,
Caceres L, D., & Saavedra S, I. (2008). Papel de las enzimas citocromo p450 en el
metabolismo de fdrmacos antineopldsicos: Situacidon actual y perspectivas
terapéuticas. Revista médica de Chile, 136(10).

Ramirez-Marroquin, O. A., Manzano-Pérez, F., Lépez-Torres, A., Herndndez-Lopez,
A., Cortés-Pacheco, A., & Reyes-Gonzalez, M. A. (2019). First mechanosynthesis of
piperlotines A, C, and derivatives through solvent-free Horner-Wadsworth-Emmons

reaction. Synthetic Communications, 49(2), 244—-255.

Reig, M., Matilla, A., Bustamante, J., Castells, L., de La Mata, M., Delgado, M., ... &
Varela, M. (2010). Recommendations for the management of Sorafenib in patients

with hepatocellular carcinoma. Gastroenterologia y hepatologia, 33(10), 741-752.

Riss, T. L., Moravec, R. A,, Niles, A. L., Duellman, S., Benink, H. A., Worzella, T. J., &
Minor, L. (2004). Cell viability assays assay guidance manual. Assay Guidance

Manual, 1-23.

49



43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Salaverry, O. (2013). La etimologia del cdncer y su curioso curso histérico. Revista
Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica, 30(1), 137-141.
Sarntivijai, S., Lin, Y., Xiang, Z., Meehan, T. F., Diehl, A. D., Vempati, U.D., ... & He, Y.

(2014). CLO: the cell line ontology. Journal of biomedical semantics, 5(1), 1-10.

Schulz, C., Kammerer, S., & Kipper, J. H. (2019). NADPH-cytochrome P450 reductase
expression and enzymatic activity in primary-like human hepatocytes and HepG2
cells for in vitro biotransformation studies. Clinical Hemorheology and

Microcirculation, 73(1), 249-260.

Schulz, C., Kammerer, S., & Kipper, J. H. (2019). NADPH-cytochrome P450 reductase
expression and enzymatic activity in primary-like human hepatocytes and HepG2
cells for in vitro biotransformation studies. Clinical Hemorheology and

Microcirculation, 73(1), 249-260.

SEregelj, V., Vuli¢, J., CEtkovi¢, G., Canadanové-Brunet, J., Tumbas, V., & Stajcic, S.
(2020). Natural bioactive compounds in carrot waste for food applications and

health benefits. Bioactive Natural Products, 307—-344.

Shamaila, S., Sajjad, A. K. L., Ryma, N., Farooqi, S. A., Jabeen, N., Majeed, S., &
Farooq, I. (2016). Advancements in nanoparticle fabrication by hazard free eco-
friendly green routes. Applied Materials Today, 5, 150-199.

Skoog, D. A., Holler, F. J., & Nieman, T. A. (2001). Principios de Andlisis Instrumental.
McGraw-Hill.

Spallanzani, A., Orsi, G., Andrikou, K., Gelsomino, F., Rimini, M., Riggi, L., & Cascinu,
S. (2018). Lenvatinib as a therapy for unresectable hepatocellular carcinoma. Expert
Review of Anticancer Therapy, 18(11), 1069-1076.

Stoddart M.J. (2011) Cell Viability Assays: Introduction. In: Stoddart M. (eds)
Mammalian Cell Viability. Methods in Molecular Biology (Methods and Protocols),
740, 1-6.

50



52.

53.

54.

55

56.

57.

58.

Strober, W. (2015). Trypan Blue Exclusion Test of Cell Viability. Current Protocols in
Immunology, 111(1).

Tang, G., Chen, D, Qiuy, B., Sheng, L., Wang, Y., Hu, G., Li, J. (2011). Cytotoxic Amide
Alkaloids fromPiper boehmeriaefolium. Journal of Natural Products, 74(1), 45-49.
Tavares, E. J., Varela, C. L., Pires, A. S., Encarnacao, J. C., Abrantes, A. M., Botelho,
M. F., Roleira, F. M. (2016). Combined dual effect of modulation of human
neutrophils’ oxidative burst and inhibition of colon cancer cells proliferation by
hydroxycinnamic acid derivatives. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 24(16), 3556—
3564.

. The Global Cancer Observatory. Cancer today. Recuperado 17 enero, 2020, de

http://gco.iarc.fr/today/home

Venter, C., & Niesler, C. (2019). Rapid quantification of cellular proliferation and
migration using Imagel. Biotechniques, 66(2), 99-102.

Yuniati, Y., & Rollando, R. (2018). Isolation of antibacterial compounds from
endophyte fungal of fusarium sp. In phyllanthus niruri linn. Journal of
Pharmaceutical Sciences and Research. 10(2), 260-264

Zhang, Y., & Fan, Z. (2014). 360 Paclitaxel-Eluting Covered Metal Stents Versus
Covered Metal Stents for Esophageal Squamous Carcinoma in Rabbits.

Gastrointestinal Endoscopy, 79(5), 136—-137.

51



11. ANEXOS

Los espectros de RMN se adquirieron en un espectrometro Varian MR 400 MHz. Los
desplazamientos quimicos (8) se reportaron en partes por millén (ppm) con respecto a la
referencia de tretrametilsilano (TMS). La multiplicidad de los sistemas de espin acoplados
se denotd con las siguientes abreviaturas: s (seial sencilla), d (doblete), t (triplete), c
(cuadruplete), m (multiplete) y sus posibles combinaciones. Las constantes de acoplamiento
(J) se reportan en Hertz. Se empleo cloroformo deuterado (CDCl3) como disolvente durante

los analisis de RMN.

Los analisis de las muestras por espectrometria de masas fueron realizados por infusién

directa utilizando un equipo SYNAPT G2-Si (Waters) equipado con fuente de ionizacion por
electronebulizacion (ESI), filtro de masas de cuadrupolo sencillo y analizador de masas de

tiempo de vuelo (Q-TOF). Con el equipo con la siguiente configuracion: voltaje de capilar
de 3 kV, voltaje de cono 30 V, temperatura del capilar 120 °C, temperatura de gas de
desolvatacion 350 °C, flujo de gas de desolvatacidn 400 L por hora. Para la correccién de
masa se infundié continuamente el compuesto Leucina-encefalina con masa en ESI (+) de

556.2771 Da.

Se prepararon las muestras para el analisis de masas diluyendo 3 mg de compuesto en 1 mL
de metanol (MeOH), posteriormente se centrifugd a 18000 xg por 10 minutos. Del
sobrenadante se tomaron 10 L, los cuales se mezclaron con 10 uL de acido férmico

(HCOOH) al 50% y 1 mL de MeOH.

Para la determinacion del punto de fusion de los tres productos finales, se utilizé la
técnica de capilar abierto en un equipo automatizado Stanford research Systems EZ-Melt

MPA 102, en escala de Celsius por triplicado.
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Sintesis de 2-bromo-1-(piperidin-1-il) etanona (29).

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética, se
colocaron 1.2 mL (2.78g, 13.78 mmol) de bromuro de
bromoacetilo en 20 mL de CH:Cl». La disolucion resultante se enfrio
en un bafio de hielo de 0 a 5 °Cy se le adicionaron gota a gota via
embudo de adicién 2.72 mL (2.348 g, 27.56 mmol) de pirrolidina disuelto en 30 mL de
CH,Cl,. La mezcla de reaccion se agitd de 0 a 25 °C durante 5 h. Transcurrido el tiempo de
reaccion, se finalizd la reaccién adicionando 20 mL de agua destilada, se trasvasé a un
embudo de adicion separando el producto por biparticién en la fase organica. A la fase
acuosa resultante se le extrajo el producto remanente (3 X 20 mL CHCl;). Al extracto
organico combinado se adicionaron 20 mL de HCI 0.2 M en un embudo de adicién para
eliminar la pirrolidina remanente a través de la fase acuosa. La fase organica final se desecd
sobre NaySO, filtré y concentré a presion reducida, obteniendo 2.47 g (87%) de 32 como

un liquido amarillo claro (al refrigerarse a 4 °C se solidifico).

RMN IH (400 MHz, CDCl3): & = 1.55-1.60 (m, 2H, CH,); 1.63-1.69 (m, 4H, CH,); 3.41-3.46
(m, 2H, CH2N); 3.52-3.62 (m, 2H, CH2N); 3.87 (Sistema AB, J = 20.0 Hz, 2H, CH2Br). RMN 13C
(100 MHz, CDCl3): & = 24.25 (s, CH2Br); 25.34 (s, CH.); 26.17 (s, CHz); 43.22 (s, CH2N); 47.90
(s, CH2N); 164.98 (s, NCO).

HRMS [FAB*]: calculado para CcH1oNOBr [M+H]*, m/z 206.0180; encontrado para [M+H]*,
m/z 206.0184.
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Sintesis de (2-ox0-2- (pirrolidin-1-il) etil) fosfonato de dietilo (30) [C10H21NO4P]

En un matraz de 50 mL provisto de agitacion magnética, se
colocaron 298 mg (1.55 mmol) del compuesto 29 y 543 mg
(3.27 mmol) de fosfito de trietilo, se agité a 602C durante 4.5
h. El producto crudo se purificé usando cromatografia en
columna flash en fase movil de una mezcla de AcoEt: MeOH (90:10), produciendo 377 mg

(rendimiento de 97%) de un aceite amarillo palido.

RMN *H (400 MHz, CDCl3): & 1.34 (t, J=7.1 Hz, 6 H, CHs), 1.83-2.01 (m, 4 H, CH,— CH,), 3.01
(d, & =22.1 Hz, 2H, CH,P), 3.49 (td, J=6.9, 2,0 Hz, 2H, CH2N), 3.60 (t, J=6.8 Hz, 2H, CH:N),
4.11-4.26 (m, 4 H, (CH20) 2P) ppm; RMN 3C (100 MHz, CDCls) & =16.28 (d, J=6.4 Hz, CHs),
24.47,25.99, 34.64 (d, J=133.6 Hz, CH,P), 47.00, 47.59, 62.63 (d, J=6.4 Hz), 163.16 (d, J=5.7
Hz, C=0) ppm; RMN 3P (161.9 MHz, CDCls): 5= 22.01 ppm.

HRMS [FAB*]: m/z calculado para CioH21NO4P [M+H]* 250.1208; encontrado para [M+H]*,
m/z 250.1214.
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Sintesis de (E)-3-(4-metoxifenil)-1-(pirrolidin-1-il) prop-2-en-1-ona (24, C14H1sNO>)

En un mortero se colocaron 200 mg (0.8025 mmol) del
compuesto 30, 131.11 mg (0.8827 mmol) de 3-
metoxibenzaldehido y 176.35 mg (1.167 mmol) de
K2COs. Con ayuda de un pistilo se molié enérgicamente
la mezcla durante 1 h. Luego, la mezcla de reaccién se suspendidé en un minimo de CH;Cl,,
filtrado y concentrado a presion reducida. El producto crudo se purificd6 mediante
cromatografia en columna con aire en un sistema Hex:AcoEt:MeOH (50:45:05).

Produciendo 68 mg (60% de rendimiento) de un sélido blanco que se funde a 116 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCls): & =1.86—1.93 (m, 2H, CH,—CH,), 1.97-2.03 (m, 2H, CH,—CH3), 3.59
(t, J=6.1 Hz, 2H,CH,N), 3.62 (t, J=6.0 Hz, 2H, CH:N), 3.83 (s, 3H, CH30), 6.60 (d, J=15.5 Hz, 1
H,CH), 6.89 (sistema AA’ BB’, J=8.8 Hz, 2H, Harom), 7.48 (sistema AA’ BB’, J=8.7 Hz, 2H, Harom),
7.66 (d, J=15.5 Hz, 1 H, CH) ppm; 3C RMN (100 MHz, CDCls) & =24.55 (CH,—CH,), 26.33 (CHo—
CHa), 46.18 (CH2N), 46.72 (CH:N), 55.52 (OCH3), 114.35, 116.65, 128.26, 129.54, 141.46,
160.94, 165.21 (C=0) ppm.

HRMS [FAB*]: m/z calculado para C1aH1sNO2 [M+H]* 232.1338, encontrado para [M+H]*, m/z
232.1335.
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Sintesis de (E)-3-(3,5-dimetoxifenil) -1- (pirrolidin-1-il) prop-2-en-1-ona (25, C1sH20NO3)

En un mortero se colocaron 200 mg (0.8025 mmol) del

compuesto 30, 160.03 mg (0.963 mmol) de 3,5-

dimetoxibenzaldehido y 165.85 mg (1.2 mmol) de K>COs.

Con ayuda de un pistilo se molié enérgicamente la mezcla

durante 90 minutos. Luego, la mezcla de reaccion se
suspendié en un minimo de CHCl,, filtrado y concentrado a presion reducida. El producto
crudo se purific6 mediante cromatografia en columna con aire en un sistema Hex: AcoEt:
MeOH (50:45:05). Produciendo 123.3 mg (61.6 % de rendimiento) de un sélido blanco que
se funde a 117 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCls): & =1.87—1.94 (m, 2H, CH,—~CH;), 1.97-2.04 (m, 2H, CH,—CH), 3.61
(dt, J=13.7, 6.8 Hz, 4 H, CH;N), 3.81 (bs, 6H, CH30), 6.46 (t, J=2. 2H z, 1H, Harom), 6.67 (d,
J=2.4 Hz, 2H, Harom), 6.69 (d, J=15.7 Hz, 1 H, CH), 7.61 (d, J=15.4 Hz, 1 H, CH) ppm; 1*C NMR
(100 MHz, CDCls) 6=24.53 (CH2—CH2), 26.33 (CH,—CH>), 46.26(CH;N), 46.79 (CH:N), 55.60
(OCHs), 101.74, 106.06, 119.58, 137.48, 141.84, 161.13, 164.76 (C=0) ppm.

HRMS [FAB*]: m/z calculado para CisH20NO3 [M+H]* 262.1443, encontrado para [M+H]*, m/z
262.1439.
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Sintesis de (E) -1- (pirrolidin-1-il) -3- (3,4,5-trimetoxifenil) prop-2-en-1-ona (26,
C16H22NO4)

En un mortero se colocaron 200 mg (0.8025 mmol) del
compuesto 30, 131.11 mg (0.963mmol) de 3,4,5-
trimetoxibenzaldehido y 176.35 mg (1.2 mmol) de
K2COs. Con ayuda de un pistilo se molié enérgicamente
la mezcla durante 9minutos. Luego, la mezcla de
reaccién se suspendié en un minimo de CHCl,, filtrado y concentrado a presién reducida.
El producto crudo se purific6 mediante cromatografia en columna con aire en un sistema
Hex: AcoEt: MeOH (50:45:05). Produciendo 70 mg (60% de rendimiento) de un sélido blanco

que se funde a 157 °C.

RMN !H (400 MHz, CDCls): & =1.88—1.95 (m, 2H, CH—~CH;), 1.99-2.05 (m, 2H, CH,—CHy), 3.60
(t, J=6.9 Hz, 2H, CH2N), 3.65 (t, J=6.8 Hz, 2H, CH,N), 3.87 (bs, 3H, OCHs), 3.90 (bs, 3H, OCHs),
6.62 (d, J=15.4 Hz, 1 H, CH), 6.75 (bs, 2H, Harom), 7.62 (d, J=15.4 Hz, 1 H, CH) ppm; RMN 13C
(100 MHz, CDCl3) & =24.53 (CH,—~CH5), 26.32 (CH2—CH3), 46.26 (CH2N), 46.81 (CH2N), 56.37
(OCHs), 61.12 (OCH3), 105.25, 118.25, 131.09, 139.71, 141.96, 153.55, 164.83 (C=0) ppm.

HRMS [FAB*]: m/z calculado para Ci6H22NQOa3 [M+H]* 262.1443, encontrado para [M+H]*,
m/z C16H22NOa.
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Espectros de Resonancia Magnética Nuclear

Espectro de H (400 MHz, CDCls3) de 2-bromo-1-(piperidin-1-il) etanona (29).
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Espectro de 13C (100 MHz, CDCls) de 2-bromo-1-(piperidin-1-il) etanona (29).
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Espectro HRMS de 2-bromo-1-(piperidin-1-il) etanona (29).

Espectro de H (400 MHz, CDCl3) de (2-oxo-2-(pirrolidin-1-il) etil) fosfonato de dietilo (30).
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Espectro de 13C (100 MHz, CDCl;) de (2-oxo-2-(pirrolidin-1-il) etil) fosfonato de dietilo (30).
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Espectro de 31P (161.9 MHz, CDCI3) de (2-oxo-2-(pirrolidin-1-il) etil) fosfonato de dietilo (30).
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Espectro de H (400 MHz, CDCl3) de la piperlotina 24.
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Figura 21. Espectro de Bc (100 MHz, CDCl3) de la piperlotina 24.

Espectro HRMS de la piperlotina 24.
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Espectros de 13C (400 MHz, CDCl;) de la piperlotina 26.
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Espectro HRMS de la piperlotina 26.
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