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1. Resumen.

Cualquiera que sea la causa, el cancer es basicamente una enfermedad
que se produce en diferentes tejidos y que se caracteriza por un cambio en los
mecansmos de control que regulan la proliferacién y diferenciacion celular &

La investigacion en el desarrofio de nuevos farmacos permite proponer
medicamentos mas eficientes para la cura del cancer, ya que muchos de los
compuestos disponibles no cumplen la meta.(V

Alvarez —Ibarra C. y col. {1997} reportaron la sintesis de un grupo de
tiazolo[5,4-b] quinolinas desconocidas y el estudio de sus efectos in vitro como
potencieles agentes antitumorales ® ¥ Las caracteristicas estructurales y
electrénicas de dichas moléculas fueron clave para gue, posteriormente, fueran
sintetizados compuestas  “hibridos’ de las 9-anilincacndinas (agentes
antitumorales de efectividad conocida) v de ias tiazolo[5,4-blquinolinas los cuales
fueron postulados como potenciales intercaiadores del DNA @

Estudios preliminares™® demostraron que uno de estos compuestos, el R-8,
la 9-anilino—2—(N,N—dietiletilendiamino)tiazolo[5,4-b]qumolina, inhibia la proliferacién
celular in viiro en diferentes lineas celulares tumorales de colon SW-480, SWs20,
de mama: MCF-7, de ovario CHO y de cérvix, Calo, C-33 y HelLa En el presente
trabajo se demostré que el compuesto R-8 inhibe in vitro la incorporacion de
timidina-"“C al DNA en las lineas celulares antes mencionadas, y presumiblemente

produce apoptosis, previo arresto del ciclo celular en fase G2-M, demostrado par
citometria de flujo en la linea celular Hela



2. Objetivos.

Objetivo general:
* Comparar el efecto inhibidor in  vitro de la S-anilino-2-(N,N-

dietiletlendiamino)tizzolo]5,4-blauinoclina (cohpuesto R-8) sobre la sintesis de

DNA en siete lineas celulares de diferente origen.

Objetivos especificos:

* Determinar la cinética de inhibicidn in vitro del compuesto R-8 sobre la
proliferacion celular de Hel.a.

* Determinar la inhibicién por R-8 de la incorporacion de timidina <'*C a Ia

sintesis de DNA en siste lineas celulares.



3. Introduccioén.

3.1 Cancer.

El cancer puede definirse como Iz pérdida de la regulacidn metabdlica,
debida a alteraciones en el genoma celular que afectan la expresién o funcidn de
genes que controlan el crecimiento y la diferenciacién celular.®

Inmediatamente después de la fertilizacion, las células embrionarias se
dividen rapidamente iniciando un programa multifacetico de diferenciacion celular.
Entre los primeros cambios se produce una rigurosa regulacién sobre la
proliferacion celular. En organismos adultos, muchas células no proliferan
Algunas son terminantemente diferenciadas y no pueden dividirse, mientras que
otras se dividen Unicamente cuando se origina el reemplazamiento de células
maduras o células dafiadas. Algunas células que fallan para la regulacién de [a
proliferacidn pueden dar surgimiento a un tumor ©

La mayoria de los tejdos normales estan diferenciados; esto es, han
desarrollado una apariencia y funcién especializada. ") Las células que han sufnido
una transformacion neoplasica proliferan en forma excesiva y forman tumores
focales que pueden comprimir o invadir las estructuras normales adyacentes Una
pequefia subpoblacién de célutas dentro del tumor puede describirse como células
del tallo tumoral. Estas células mantienen la capacidad de experimentar ciclos
repetidos de proliferacidon asi como de migrar a sitios distantes en el cuerpo para
colonizar varios érganos, en el proceso denominado metastasis. Las células del
tallo tumoral pueden expresar entorces capacidad clonogénica o formadora de
colonias."

Una célula tumoral es distinguida de una célula normal por propiedades
como son su inmortalidad, transformacién morfolégica vy algunas veces, por su
habilidad para realizar metastasis,®

et



3.2 Carcinogénesis.

Los oncogenes son identificados por cambios genéticos que representan
funciones adquiridas asociadas con las propiedades de una célula tumoral
(inmortalidad, transformacion morfolégica y habiidad para realizar metastasis) Un
oncogén puede ser denvado de un proto-oncogen por mutaciones que afectan su
funcion o nivel de expresién @

El DNA de virus tumoral lleva oncogenes sin complementos celulares Sus
oncogenes pueden trabajar inhibiendo la actividad de suprescres tumorales
celulares, los cuales son identificados por la pérdida de la mutacion funcional que
permite el incremento de la proliferacion celular El RNA de virus tumoral lieva v-
onco genes que son derivados de la transcripcion de mRNA de genes celuiares (C-
onco}. Les c-onco genes tienen complemento en v-onco genes, pero algunos
proto-oncogenes han sido identificados por su asociacién con tumores celulares.®

Las oncoproteinas celulares pueden ser derivadas de varios tipos de genes
La caracteristica mas comun es que cada tipo de producto de gen esta
probablemente involucrado en vias que regulan el crecimiento, y la oncoproteina
tiene una pobre regulacion o una actividad incrementada. Receptores de factores
de crecimiento localizados en la membrana plasmatica estan representados por
versiones truncadas en v-onco genes La mutacidon de genes por factores de
crecimiento polipeptidos dan origen a oncogenes debido a un receptor que ha sido
activado inapropiadamente ™ Por otra parte, los factores de muerte celular por
unién a sus receptores inducen apoptosis (muerte celular programada), matando
las células en cuestion de horas.®

3.3 Quimioterapia del cancer.

A través de la quimioterapia las enfermedades neoplasicas malignas son
tratadas y en muchos casos son curables. Existen muchos tipos de neoplasias y

una amplia gama de medicamentos para su tratamiento Para los diversos tipos



de cancer la quimioterapia puede ser curativa, paliativa {las sefales y

ios

sintomas de la enfermedad son parcialmente abatidos por periodos de meses a

anos), o benefictar marginalmente (respuestas incompletas,

cortos). &

En la actualdad,

perodos de vida

i0s farmacos anticanceroscs tienden a utilizarse en una

fase mas temprana del tratamiento, a menudo lunto con radiacién vy cirugia, es

entonces cuando los tumores son mas curables y &l

capacidad para soportar el tratamiento OV

paciente tiene mayor

La siguente clasificacion ofrece un marco de referencia general para
describir fos diferentes tipos de farmacos 1"
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Muchos de los agentes citotoxicos més potentes acilian en fases
especificas def ciclo celutar, " algunos dafian al DNA mientras que varios agentes
quimioterapéuticos son conocides por producir apoptosis y arresto del ciclo
celular (1213}

En afos recientes la identificacién de nuevos farmacos se ha ampliado
desde el drea de los productos naturales mas comunes {p ej. Paclitaxe! [Taxol]y
sustancias semisiniéticas como el etopdsido, dirigidas contra los procesos
proliferativos), hasta la investigacién que representa la obtencidn de nuevos
conocimientos sobre biologia oncotogica. 1

El taxol, compuesto de uso clinico con el nombre comercial de paclitaxel, se
aisio criginalmente de la corteza del &rbol del Tejo,"" ' Taxus brevifolia (45
posee efectos farmacoldgicos pecuiiares como inhibidor de la mitosis, y difiere de
los alcaloides de la Vinca y los derivados de la colchicina en que estimula Ia
formacion de microtibulos y no la inhibe" ' por estimulacién de la
polimerizacidn de los microtibulos y prevencion de la depolimerizacion, el
paclitaxel interumpe  la  estructura del citoesqueieto reguerida para la
multiplicacion de las células tumorales y metastasis (' 1419

3.4 Compuestos derivados _de quinolina.

Los compuestos derivados de acridina y quinolina™ han sido
extensamente estudiados como potenciales agentes antitumorales, debido a su
capacidad para unirse a DNA, Ademas, la quinacrina y sus derivados también han
sido probados como agentes antimatariales!’” y antineoplasicos.”® La quimica de
dichos derivados ha rectbido particular atencion en los Ultimos afios,"® y una gran
variedad de quinolinas han sido simtetizadas y probadas como agentes
antimalariales,"”  antialérgicos,"®  antiinflamatorios,"®  fungicidas®
antivirales;® mostrando algunos de ellos aita actividad como agentes
antibactenales 4223
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En 1997 surgidé un nuevo concepto para la sintesis de nueves derivados de
acndinas y quinolinags Entre estos derivados la sintesis y evaluacion de las
tazolol5,4-b] quinolinas (figura 1) rara vez han side reportadas en iz literatura.
Estos compuestos han side descritos como potenciales antiespasmaédicos,

antunflamatorios y sondas fluorescentes.@ ¥ 2429

Figura 1. Tiazolo[5,4-b] quinclina.

Alvarez -lbarra y colaboradores (en 1997}, reportaron la sintesis de
tiazolo[5,4-b] quinolinas desconocidas y su estudio i wiro como agentes
antitumorales potenciales. Estos derivados estan relacionados estructuralmente a

las quinolinas y acndinas por sustitucidn isosténica del residue bencénico por un
anillo de tiazol (figura 2) @ ¥
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Figura 2. Derivados de las tiazolo[5,4-b]quinolina



Los resultados bioidgicos obtenidos en una linea celular de neoplasma
linfoide de ratén (P-388), carcinoma humano de pulmén {A-549) v tumor humano
de colon (HT-29) in vitro para esta sene compuestos, proveyeron informacion
acerca de la relacion estructura-actividad  donde el derivado 2-[[2-(N,N-
dietdamino)etillamino]-7-fluoro-9-tudroxitiazolo[5,4-bjquinolina mostré los niveles
mas altos de citotoxicidad en |as lineas celulares P-388y A-549; un atomo de fidor
en |a posicién 7 o un grupo [{N,N-dietilamino)stiljamine en Ia pOsICiON 2, mostraron
ser importantes para la induccidn de una actividad antitumoral significativa; el
cambio del fldor por un grupo metilo o hidrogeno mostré ser muy importante parar
la actividad antitumoral en las tres lineas celutares, los compuestos con la cadena
—NCH3CH3N- en Cz no fueron efectivos contra loa tres tipos de lineas celulares, o
fueron menos activos; la diferencia entre los grupos [(N,N-dietilamino)etillamine v
1-(4-piperazinilen la posicion 2 mostrd ser critica para la actividad antitumoral., el
cambio del grupo [(N,N-dialguitamino)alquillamine de 1a posicidan 2 a {a posicidn 9
resulté en un ligero decremento de las Clgg. ™

Asi también, han sido reportadas las actividades citotoxicas de una nueva

clase de alcaloides de acrndinas las cuales poseen un nicleo de tiazolo [5,4-
blacridina (figura 3).8 %29



Ry= Nme,
R2= NHCH3
Rz= NHCOEt

Figura 3. Derivados naturales de tiazolo[5,4-b]quinclinas

Por  su parte, las tiazolo[5,4-blquinclinas han mostrado una actividad
antitumoral comparabie a la de este tipo compuestos.®

Con base a las caracteristicas presentadas por los nuevos derivados de
tiazolo[5 4-bjquinolinas vy considerando las caracteristicas  estructurafes y
electrénicas de la S-anilinoacridina se han sintetizado compuestos hibridos que
son propuestos como potenciales intercaladores de DNA ™ Para dicho estudio se
emplearon como moléculas patrén AHMA con alta actividad contra leucemia e



intercalador de DNA; S-anilinoacndina que es bioldgicamente inactiva ¥y posee
gran capacidad como intercalador; S-hidroxi-2-(metiltio)tiazolof5,4-bjquinolina  que
presenta una baja actividad biglogica; y, por dltimo, la 2-(N,N-distiletilendiamino-

9-hidroxitiazolo[5,4-b]quiholina, compuesto de gran actividad antileucémica (Figura

4@
N

H. OH

1 0®
= N/

N
AHMA S-anilinoacridina
OH
OH
Py COg, L
= /k !
9-Hidroxi-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b) 2-{N.N-Distiletilendiamino)-$-hidrox
guinolina tiazolo[5,4-blquinclina

Figura 4. Estrtucturas moléculares empleadas como referencia en el estudio

de compuestos hibridos de Tiazolo[5,4-b]quinolina y 9-anilinoacridina.

Los modelos primarios de unidn no covalente de pequefias moléculas a
DNA y RNA son intercalacion, unién al surco, atracciéon coulémbica ©
combinacion de éstas,?* es decir, por interacciones de tipo electrostatico,
puentes de hidrdgeno, interacciones de van der Waals e interacciones

hidrofobicas © ** La formacion del complejo es usualmente reversible.™ La

[t



intercalacion en hebras de DNA es una unidn en donde el grupo intercalante dinge
substituyentes en ambos surcos de manera simultdnea.®” 3 Varios compuestos
har mostrado unidn a DNA par dicho mecanismo, incluyenda 9-anifincacridina-
4carboxiamidas.?" *" En el complejo de intercalacion, los substituyentes de
acridina en las posiciones 4- y 9~ son locaizados en ios surcos mayor o menor

con el croméforo de acndina incluido entre los pares de bases (Figura 5) #7323

Unién al surco
——e—
i
R _N O
H
A
Intercalacion
X
N
H™ R

Unién al surco

Figura 5. Estructura general de acridina 4,9-disubstituidas y esquema de su

unién a DNA de doble cadena por intercalacién.®”

Por otra parte, el mecanismo por el cual R-8 puede inducir los efectos antes
descritos, sigue estando relacionado al de tas moléculas patron del las cuales es
derivado, las 9-anilinoacridinas y tiazolo[5 4-b]quinolinas, conservando un sistema
triciclico planar y un anillio de 8-anilino en posicién ortogonal, con base a lo cual
se ha propuesto como un potencial intercalador de DNA, donde sus grupos amino
tendrian un papel primordial mediante la formacion de puentes de hidrégeno en
una forma de intercalacién similar a la esquematizada en la Figura 5.

Asi tambien, una variedad de agentes quimioterapéuticos inhiben la
topoisomerasa de DNA tipo Il incluyendo acridinas,®* de las que se deriva el



farmaco aniitumorai amsacrina cuyo mecanismo de accion involucra intercalacion
del cromoforo de acridina dentro del DNA e inhibicién de la topoisomerasa [l con la

formacion de un complejo ternario topoisomerasa-farmaco-DNA, (figura 8). 83

|]FARMAC0

FARMACO

R

D :

FARMACO

J

RUPTURA
DE DNA

Figura 6. Formacidn del complejo ternario topoisomerasa-farmaco-DNA. EI
complejo ternario puede formarse por tres posibles rutas. El firmaco puede
entrar a través de interaccién con la topoisomerasa blanco (izquierda), DNA
(derecha), o el complejo enzima-DNA (centro).®® TII: Topoisomerasa Il

I3



Debido a o antenor y siendo R-8 un compuesto que en parie derva de 9-
anilinoacndinas, puede proponerse dicho mecanismo de accién como el

responsatle de la citotoxidad gjercida por R-8 en fas lineas celulares tumorales

3.5 Apoptosis.

Apoptosis es un programa de muerte celular codificada genéticamente y
definida por cambios caracteristicos morfolégicos y bioguimicos ®® Estos
incluyen fragmentacién de DNA, condensacién nuclear de la cromating,
encogimiento celular por la pérdida de agua, empaquetamiento de los organelos
celutares y una extensa superficie en forma de burbujas, lo cual es seguido por la
formacion de los caracteristicos cuerpos apoptéticos, fo que promueve la remocion
fisiologica de las células moribundas por fagocitos vecings, @49

Una muititud de factores modulan fa induccidon de apoptosis, incluyendo
factores de crecimiento, mediadores intracelulares de sefales de transduccion,
regulacion por proteinas nucleares de expresion de genes, replicaciéon de DNA, y
ciclo celular 4249

La apoptosis juega papeles importantes en varios sistemas biolégicos,
tales como la respuesta inmune, hematopoiesis, desarrollo embrionico, vy
carcinogénesis.““*” La muerte celuiar ocurre por apoptosis durante delecion
programada de células y seguida a una exposicién a agentes citotoxicos (12 748

Los farmacos quimioterapéuticos causan dafio al DNA y muerte a las
celulas cancerigenas principalmente por apoptosis.** Sin embargo, los
mecanismos de apoptosis inducido por el farmaco, son  pobremente
comprendidos.“®



3.6 Sintesis de la 9-anilino-2(N,N-dietiletilendiamino)tiazolo[5.4-
blguinolina, lamada R-8.

= N
0

Figura 7. Estructura de! compuesto R-8,

(9-anilino-2-{N,N-dietiletilendiamino)tiazolo[5,4-b]quinoclina)



4. Metodologia experimental.

4.1 Lineas celulares empleadas.

Hela Células de carcinoma epidermat de cérvix humano que fueron aisladas de
una paciente negra de 31 afos de edad. Es la linea celular mas ampliamente
estudiada ©®¥

Calo: Células de carcinoma epidermal de cérvix humano, aisladas de una paciente
mexicana. Esta linea ha sido descrita recientemente y se tienen pocos
antecedentes ©"

C-33: Células de carcinoma de cérvix humano, derivada por Auersperg de una
biopsia de cancer cervical.®¥

CHO: Células derivadas de un subclén de células parentales CHQ iniciada de una
biopsia de un ovario de hamster chino adulto %

SW620: Células de adenocarcinoma de colon humano, aisladas de un hombre
caucasico de 51 afios de edad (Grupo sanguineo A, Rh+) €9

SW480: Células de adenocarcinoma de colon humano, aisladas por Leibovitz y
colaboradores &

MCE-7. Celulas de adenocarcnoma de mama humano, presentan ciertas
caracteristicas diferenciales de las células epiteiiales de mamiferos, incluyendo su
capacidad para procesar estradiol via receptores de estrégenos citoplasmicos

Esta linea celular pueden contener la informacién del virus de papiloma tipo B o
C 50

4.2 Técnicas empleadas.

4.2.1 Mantenimiento de lineas celulares.

Todo procedimiento se realiza en una campana de flujo taminar bajo
condiciones de esterilidad.



Las diferentes lineas celulares se dejaran praliferar en cajas de Petr que
contenian un medio de cultive adecuado para cada una de elias y fueron
incubadas a 37°C, con 99 % Humedad Relativa (HR) y 5% de CO; Cada medio
debe cambiarse cada 3 o 4 dias debido a que los detritos o restos de células

impiden una adecuada proliferacion de las demas céiulas viables, por lo cual se
procede de la siguiente forma

a) Se elimina por decantacion el medio contenido en la caja,

b} Se lava con 2 a 3 mL de una solucién salina amortiguada por fosfatos
{PBS-EDTA) {ver seccion 4.3.3) previamente atemperada y se desecha
por decantacion,

¢} Se agregan 5 mL del medio de cultivo nuevo de Eagle modificadc por
Dulbeco (D-MEM) (ver seccidn 4.3.1) complementado con suero fetal
bovino (SFB) (GIBCO}(Ver seccitn 4.3.1),

d) Por ditimo, se colocan nuevamente en incubacion en las condiciones
anteriormente descritas

Todas las lineas celulares se mantienen en proliferacion hasta alcanzar

aproximadamente un 90% de confluencia, momento en el que puede disponerse

de ellas para llevar a cabo el experimento de interés, para realizar su propagacion
en otras cajas 6 bien para congelarlas

4.2.2 Propagacion de lineas celulares.

La propagacion de lineas celulares debe realizarse en condiciones de
esterilidad como se menciond antes, cuando han adquirido un por ciento maximo
de confluencia en la superficie de la caja de Petri, para disponer del mayor nlimero
de células para un expernmento determinado o bien para conservar el cultivo
celular en nitrogeno liquido E| procedimiento a seguir s& describe a continuacion

a) El medio de cultivo presente en la caja se elimina por decantacion.

b) Se lava e} cultivo con solucion de PBS-EDTA previamente atemperado,

en un volumen aproximado de 2 a 3 mL y se elimina por decantacion



c)

e}

Se agrega una solucidon de PBS-EDTA previamenie atemperada en un
volumen aproximado de 3 mL y se incuba & 37°C, con 89% HR y 5% de
COz durante 10 minutos, para desprender |as células de la superficie de
la caja

Una vez transcurndo el tiempo anterior, se resuspende y termina de
despegar las celulas que no se hayan desprendido durante la
incubacion, con la ayuda de una pipeta Pasteur, y se traspasa la
suspension a un tubo Falcon de 15 mlL, y se homogeneiza la
suspension.

Se transfieren alicuoias de la suspension a cajas de Petr previamente
etiquetadas, conteniendo el medio de cultivo adecuado para cada linea
celular previamente atemperado, y se colocan en incubacion en las

condiciones antes menclonadas.

4.2.3 Congelacion de lineas celulares.

Esta tecnica se realiza cuando se reguiere preservar ias lineas celulares y

se realiza de la manera siguiente

a)

b}

¢

d}

El medio de cultivo contenido en la caja de Petri se elimina por
decantacion

Se realiza un lavado de la caja con solucidn de PBS-EDTA previamente
atemperado en un volumen de aproximadamente 4 mL y se desecha
por decantacion.

Enseguida, con la adicidn de aproximadamente 2 mi de solicion de
PBS-EDTA previamente atemperado, se mantiene en incubacién por
espacio de 10 minutos a 37°C, con 99% HR y 5% de CO0; para
desprender las células de la superficie de la caja.

Después de la incubacion se resuspenden las ¢élulas por medio del uso
de una pipeta Pasteur con el fin de lograr el desprendimiento de las
células que aun se encuentren adheridas y  homogeneizar la
suspension celular



e)

f)

g)

b)

La suspension se traspasa a un tube Falcon previamente etiquetado de
15 mL y se centrifuga a 2000 rpm durante 5 minutos

Se decanta & sobrenadante y se resuspende en el medio de
congelamiento {ver seccién 4 3.2),

A partr de la suspensidn anterior se toman alicuotas de
aproximadamente 1.5 mL que fueron colocadas en crotubos
previamente etiquetados

Las aticuotas se congelan a —70°C por 2 horas, aproximadamente.
Posteriormente se cambian y mantienen en congelacién en nitrégeno
liquido a -190°C.

4.2.4 Descongelamiento de lineas celulares.

Las diferentes lineas celulares se mantienen en congelacidn en nitrégeno

liquido. Cuando es necesario:

a)

b)

c)

e)

Cada unc de los criotubos es descongelado al frotarlo en forma suave
con las manos o al sumergirlo por cinco segundos en agua a 37°C

El contenido del criotubo es depositado en una caja de Petri,
previamente etiquetada, conteniendo el medio de cultivo adecuado para
cada linea celular (aproximadamente 5 mL), previamente atemperado, y
se agita suavemente a manera de homogeneizar la suspension,

Se procede a incubar dicha caja por espacio de 2-4 horas a 37°C, con
99% HR y 5% CO», esto con el fin de lograr la adhesion de las células
a la superficie de ia caja de Petri

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se coloca la caja al
microscopio para observar si tuvo éxito la adhesion, de lo contraria se
desechan y se toma un nuevo criotubo para descongelar y se repite el
procedimiento

Si la adhesién resulto efectiva se cambia el medio de cultivo contenido

en |3 caja de Petri desechandolo por decantacion,



f)

Se lava el cultivo con un volumen aproximado de 2 a 3 mi de solucion
de PBS-EDTA previamente atemperada para eliminar las células

muertas y el posible detritus debido al congelamiento, y se desecha por
decantacién.

g) Se agregan 5 mL de medic de cultivo fresco adecuado para cada linea

celular, previamente atemperado, y se incuba a las condiciones antes
descritas.

4.2.5 Cuantificacion de céluias.

Las células se cuentan en una camara de Neubauer como se describe a
continuacién:

a)

b)

c)

e)

La cédmara de recuento y su cubreobjetos se lavan y limpian con agua
destilada y algoddn primeramente y enseguida con etanol al 70 %.

Una vez seca la cdmara, con su cubreobjetos en posicion, se Hena con
una pequefia alicuota de la suspension celular per medio de una pipeta
Pasteur.

La cadmara se deja reposar durante cinco minutos, a fin de que las
células sedimenten,

El recuento celular se realiza sirviéndose de un microscopio invertido en
el cual se coloca la camara y se lleva a cabo el conteo de células como
es indicado a continuacion:
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Deben contarse las células que se encuentran dentro de cada cuadro
grande de 1 mm por lado ( formado a su vez por 16 cuadros pequenios
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f)

9)

h}

de 0.25 mm por lado), incluyendo aquellas que tocan el margen superior
y el margen izquierdo, es decir en forma de una letra L invertida. tal
como lo indican las flechas en ¢l esquema y omitiendo las células gue
tocan el margen inferior y derecho; esto se realiza con el fin de que las
células ubicadas en las lineas marginales puedan ser consideradas para
el recuento con una misma prebabilidad.

La camara de Neubauer posee ocho cuadros grandes como los dos
mostrados en el esquema anterior, por lo cual deben contarse el total de
celulas presentes en cada uno de elios y obtener el promedio de células
por cuadro.

Si la cantidad de células contadas en las diecisgis cuadriculas pequefias
de cada cuadro es similar, denota homogeneidad en la suspension. De
no ser asi, debe repetirse el conteo a partir de una nueva alicuota,
previa resuspension de las células de la muestra, evitando cualquier
error tanto en la toma como en la colocacién de dicha alicuota.
Finalmente, el nimero promedio obtenido a partir del comteo es
multiplicado por una factor de 1x10* de tal manera gue la cantidad
resuliante representa ef numero de células presentes en un mililitro de
suspension celular,

4.2.6 Cinética de accion de R-8 en la inhibicién de la proliferacién

celular.

Este experimento se realizo por cuadruplicado en tres experimentos. Se

utilizaron células Hel.a .Se emplearon placas de 96 pozos, conteniendo un nimero
de células inicial de 4 x 10° células por pozo. Se evaluaron como controles
negativos las células solas, asi como también las células tratadas con el mismo
volumen de dimetilsufoxido (DMSO) empleado en disalver el compuesto R-8. El
taxol se utilizé como control positive disuelto en DMSO en una concentracidn final
0.25 pM por pozo. El compuesto R-8 se empled en una concentracién final de 20

uM por pozo. Tanto el R-8, camo el taxol y el disclvente fueron adicionados 24 h
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después dz iniciado el cultivo celular, y a partir de este momento se realizaron
cosechas de células a las 8, 24, 32, 44 y 52 horas, y se determing en ellas la
viabilidad celular utihizando una modificacién del método de Mosmann,®? el cual

sera descrito con detalle en la siguiente seccion.

4.2.7 Técnica del MTT para medir la viabilidad celular.

Mosmann describié esta técnica semiautomatizada en 1983.%% Posteriores
reportes han descrito modificaciones a ese procedimienio para estudiar la
respuesta celular tumoral para agentes quimioterapéuticos. 52

Esta técnica emplea el bromuro de 3-{4,5-dimetiltiazol-2-i{)-2,5-
difeniltetrazolio, también conocido como MTT, el cual es un compuesto de color
amarillo que al ser reducido por las deshidrogenasas mitocondriales de las células
viables produce un compuesto de color azul.®™ EJ formazan formado se disuelve
completamente en DMSO y absorbe a una longitud de onda (L) de 540 nm,
siendo directamente proporcional el rmimero de células viables a la lectura de
absorbangia. %3 5459

Esta técnica colonmétrica muestra varias ventajas entre las que se
encuentran las siguientes:

* Es un ensayo simple, versatil y cuantitativo, lo cual representa ventajas sobre
las técnicas  tradicionales usadas para detectar la proliferacion celular y los
ensayos de citotoxicidad. &

* Es sensible y reproducible para medir el crecimiento celular, y la sensibilidad a
farmacos de diversas estirpes celutares.®”

Técnica.
Una vez sometido el cultive celular al tratamiento con el compuesto a probar (R-
8) como se describio en la seccién 4.2.6, se procede a lo siguiente:
a) Las células de cada pozo son resuspendidas con una micropipeta y
colocadas en tubos Eppendorf con capacidad de 1.5 mL.

[
(a8 ]



b)

c)

d)

e)

Q)

)]

Cada pozo se lava con un volumen aproximado de 25 ul de solucién de
PBS-EDTA previamente atemperada, misma que se traspasa enseguida
a cada uno de los tubos mencionados en el inciso anterior.

Nuevamente, se adiciona solucion de PBS-EDTA, previamente
atemperada, a cada pozo en un volumen aproximada de 50 ul y se
colocan en incubacion a 37°C, con 99% HR y 5% CO, por espacio de 10
minutos con el fin de despegar las células adheridas a '!a superficie de la
caja de Petri

Transcurrido el tiempo de incubacién, se resuspenden las células de
cada pozo con la ayuda de una micropipeta para terminar de desprender
las células que ain se encuentren adheridas, y la suspensiéon se
transfiere a su respectivo microtubo.

Los procedimientos de los incisos ¢} y d) se repifen una vez mas, y al
término de ello la suspensién de células se centrifuga a 1 500 rpm por
un lapso de 5 minutos.

El sobrenadante de cada tubo se elimina por decantacion y se agregan
250 ulL de medio D-MEM fresco, previamente atemperado, y se
resuspenden ias células.

Se adicionan 20 pL de una solucidén de MTT (5 mg/mL), se mezclay se
incuban & 37°C, con 99% HR y 5% CO2, durante 3 h, periodo durante el
cual se lleva a cabo la reduccién del anillo de tetrazolio en las células
viables.

Al concluir el periodo de incubacion, se centrifuga a 6 000 rpm durante
& minutos.

El sobrenadante obtenido es eliminado por decantacién y se agrega
DMSO en un volumen de 250 ki, se resuspende la solucion vy se lee a
una A de 540 nm en un espectrofotdmetro DYNEX MRX.
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5.2.8 Inhibicién de la incorporacién de Timidina-[C'"] a DNA.

Esie prueba se llevd a cabo por cuadruplicado en tres diferentes
experimentos; las lineas celulares empleadas fueron SW-480, SW-620, C-33, Calo
Hela, CHO y MCF-7. Se emplearon placas de 958 pozos, conteniendo un nimero
de células inicial de 5.5 x 10° células por pozo. Ef compuesto R-8 se empled en
una concentracion final de 20 uM por pozo, y fue agregado a las 24 horas de
iniciado el cultivo celular, al igual que el controt del disolvente. Tiempo despues, a
las 54 horas de iniciado el cultivo celular se agregé timidina{'*C] a una
concentracion de 0.2 uCi por pozo. Transcurridas 72 horas a partir del inicio del
cultivo celular se realizé la cosecha de las células empleando el Skatron
Instruments Cell Harvester Las membranas fueron colocadas en un sitio
obscuro para secarse a temperatura ambiente y, una vez logrado lo anterior, se
procedio a efectuar el conteo de la radioactividad utilizando un contador de
centelleo en liquido (Betaplate Wallac 1205)

5.2.9 Citometria de flujo.

El experimento se llevd a cabo en células Hela; para ello se utilizaron cajas
de Petri previamente etiquetadas, en las cuales se tiene un nimero nicial de 1 x
10° células tratadas con R-8 y coemo control se usaron ias células con el
disolvente.

Al cabo de 24 h de haber iniciado el cultivo celular se agregd el compuesto
R-8 a una concentracion de 20 pM v el disolvente para el control. A partir de este
momento se realizaron cosechas de células a las 4, 24 y 48 horas, Una vez
cosechadas las células son fijadas en etanol al 70 % y se guardan en
refrigeracion, hasta completar cada una de las cosechas y tener disponibles todas
las muestras. Posteriormente todas las muestras fueron tratadas de manera
consecutiva con las siguientes soluciones: 1 uL de Triton X100 al 0.5 % a 4°C, 10

pl. de RNasa (10 ug / mL GIBCQ) a 4°C y 1 mL de bromuro de etidio {50 ug/



mL), a fin de ser analizadas por un citdmetro de flujo Couiter Epics. Las células
son contadas y ubicadas en las diferentes fases del ciclo celular con base a la
intensidad de fluorescencia producida por el bromuro de etidio al asociarse con el
DNA ©9

4.3 Preparacion de soluciones.

4.3.1 Medio de cultivo.

Medio de Eagle modificado por Dulbeco (D-MEM).

Tode procedimiento se realiza en una campana de flujo laminar bajo
condiciones de esterilidad y en el menor tiempo posible para que las células
resulten menos afectadas.

a] En un vaso de precipitados de 1L, adicionar 700 mL de agua

desionizada sequido de:
- Un sobre de medio D-MEM (GIBCO),
- MEM solucidn de aminoécidos (GIBCO) 10 mL

- Antibidtico-antimicético (GIBCO) 10 mL
- Hepes (SIGMA) 22¢g
- Piruvato (GIBCQO) 10 mL
- NaMCOQO; (BAKER) 379

b) La soluctdn se agita hasta la disolucion total,

¢) Se agjustael pH a7.4

d) Con agua desionizada se lleva a un volumen aproximado de 900 mL.

e} Dicha solucién se esteriliza mediante membrana millipore de 22 6 45
pm,

f} El medio asi obtenido, es complementado con 100 mL de SFB {GIBCO)

y se agita hasta homogeneizarlo.



g) Se coloca una alicuota en la incubadora a 37°C, 99% HR y 5% CO; para
control de la esterilidad.

h) El medio D-MEM complementado se mantiene en refrigeracién con una

duracién de un mas y el SFB congelado.

4.3.2 Medios de congelamiento.

Medio A. (Para las lineas celulares Hela, Calo,SW620, SW-480).
a) En un recipiente estérl se adiciona el medio de cultivo adecuado para
cada linea celular sin complementar con SFB.
b) Se agrega a la solucién anterior glicerol estéril 15% viv, y se mezclan.
¢) La solucién resultante se almacena a —20°C.
d) Cuando sea requerido, e medio debe descongelarse y utilizarse tan

pronto como sea posible

Medio B. (Para linea celular MCF-7)
Para células que son mas exigentes en cuanto a sus requerimientos

nutricionales, como en el caso de las ¢células MCF-7, el medio de congelamiento a
usarse esta constituido por:

* Suero fetal bovino ( SFB GIBCO) inactivado,
* Dimetilsulfoxido (DMSO MALLINCKRODT) en un 8% v/iv.

= El SFB y el DMSO se mezclan y la solucion resultante se almacena en
recipientes estériles a -20°C

4.3.3 Solucion _salina_amortiguada por fosfatos (PBS)- Acido
etilendiaminotetracético (EDTA).

Para preparar un litro de solucion:
a) En un vaso de precipitados de 1 L se agregan 900 mL de agua

desionizada y se  disuelven en ella las siguientes sales en la cantidad
indicada para cada una.



NaCl (BAKER) 80g

KHaP O (SIGMA) 0249

Na;HPO., (BAKER) 144 g

KCI {(MERCK) 02g

Acido etilendiaminotetracético { EDTA BAKER) 0.372g

Se ajustaelpHa7 4

La solucién se trasvasa a un matraz volumétrico de 1 L donde se afora
empleando agua desionizada y se mezcla.

Se transfieren alicuotas de dicha solucién a varios recipientes limpios.

Se esterilizan en |la autoclave a 15 th/in? durante 15 minutos.

434 Solucién de bromuro de 3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT).

Es importante emplear guantes y cubrebocas, pues el MTT es téxico

Para preparar 10 mL de solucion.

a}

b)

c)

d)

En un vaso de precipitados conteniendo 10 mL de solucion salina
Isoténica se disuelven 50 mg de sal de bromuro de tetrazolio (SIGMA),
La solucion se esteriliza por fitracién en membrana millipore de 0.45 .
El recipiente que contenga la solucidrn de MTT debe ser envuelto en
papel aluminio para protegerla de la luz.

Dicha solucion se almacena en refrigeracién a 4°C, y permanece estable

por un pericdo de un mes,

4.3.5 Solucién salina isoténica.

Para preparar 10 mL de solucion’

a)

En un matraz volumétrico de 10 mL se disuelven 85 mg de NaCl

(BAKER) con agua desionizada, se afora y se mezcla.



b) La solucidn se reparte en alicuctas y se esteriliza en la autoclave a 15
Ib/in2, durante 15 minutos

¢) Se almacena a temperatura ambiente ¢ en refrigeracién

4.3.6 Solucion de Triton-X100 0.5%.

Para preparar 10 mL de esta solucién.

a) En un matraz volumétrico de 10 mL se agregan 50 pl de solucién de
Triton X100 (SIGMA).

b) Se afora adicionando agua desionizada, y se mezcla.

c) La solucidn resultante se transfiere a un tubo Falcon de 15 mL .

d) Se guarda dicha soiucién en refrigeracion.

4.3.7 Solucion de Bromuro de Etidio 50 ug / mi.

Para preparar 50 mL de solucién;

a} En un matraz volumétrico de 50 mlL se colocan 2.5 mg de bromuro de
etidio (SIGMA).

b) Se agrega agua desionizada para disolver dicha reactivo, se afora y se
procede a mezclar.

¢) La solucidn final se transfiere a un tubo Falcon de 15 mL.

d) Esta solucion se aimacena a temperatura ambiente.



5. Resultados.

5.1 Cinética de accidon de R-8 en la inhibicion de la proliferacion

celular. Con ef objeto de establecer los tiempos de accidn def compuesto R-8 en
la proliferacién celular, se determing la cinética de inhibicion sobre [a linea celular
Hela, la cual ha demostrado una gran sensibilidad al compuestc R-8 en estudios

preliminares.* Los resultados son presentados en la grafica 1
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Grafica 1. Cinética de inhibicién de R-8 en células Heia. Las células se
crecieron durante 24 horas, al término de las cuales se agregé el compuesto
R-8 y taxol.

De acuerdo a lo observado en la grafica 1, de 8 y hasta 24 h no hay una
inhibicion significativa en la proliferacion celular. Posteriormente a partir de 32 h de
iniciado el tratamiento, el efecto antiproliferativo del compuesto R-8 muestra un
claro ascenso hasta alcanzar su méximo a las 52 h. Después de ese punto la
inhibicion es menos notoria, mostrandose una fase de meseta que se prolonga
hasta las 72 h de evaluacion de dicho tratamiento (datos no mostrados), Como
puede apreciarse, resultados similares son obtenidos para el caso del taxol,

evaluado bajo las mismas condiciones. pero a diferente concentraciéon
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5.2 Inhibicién de la incorporacién de Timidina-[C'] a DNA. Con el

fin de evidenciar la inhibicién de la sintesis de DNA producida por el compuesto R-
8 en diferentes lineas celulares se midid la incorporacion de timidina-"*C. Los

resultadoes son presentados en la Tabla 1

Linea celular R-8 [20 :M]
% Inhibicién de DNA

SW620 59,35 + 9,30
SW480 55,63 + 2,96
C-33 44 43 + 9,64
Calo 4564 + 525
Hela 78,97 +£3,77
CHO 80,87 + 2,01
MCF-7 80,85 + 1,21

Tabla 1.Inhibicién de la incorporacién de timidina-C ™ al DNA de diferentes
lineas celulares por el compuesto R-8 a una concentracién 20 M después

de 48 horas de incubacion. (% + D.E.)

Se demuestra que el compuesto R-8 tiene un efecto inhibidor significativo
sobre la incorporacion de timidina-C'* al DNA en las diferentes lineas celulares
empleadas, efecto que oscila entre 45-80% de mhibicion; siendo mas acentuado
para las lineas celutares Hela, CHO y MCF-7, y menor para las lineas celulares
SW620, SW480, C-33 y Calo. Estas Gltimas se presentan por separado en la tabla
2 mostrando el efecto inhibidor del taxol evaluado bajo condiciones similares pero
a diferente concentracion.
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Linea celular R-8 [20 uM] Taxol [0.25 uM]
(%) (%)
SW620 59.35£9.30 53.04 £ 11.89
SW480 5563 + 2'.96 30.16 £5.28
C-33 4443 +9.64 22.32 £ 1417
Calo 4564 £ 5.25 55.07 +10.51

Tabla 2.Inhibicién de la incorporacién de timidina-C ™ a DNA por R-8 a una
concentracion 20 uM en diferentes lineas celulares. Como control positivo
se utilizé por taxol a una concentracién de 0.25 uM. Incubacién de 48 horas.
{% + D.E.)

Con R-8 la incorporacion de timidina-'*C a DNA en las lineas celulares
SWB20 y SW480 se ve inhibida por mas de un 50%, sin haber gran diferencia
entre éstas, mientras que el taxol 1 hace diferencia entre ellas, con una inhibicién
por arriba de 50% para las células SW620 y un 30% para SW480. En el caso de
R-8 las lineas celulares C-33 y Calo presentan una inhibicién ligeramente por
debajo del 50%, en porcentaje similar para ambas, en tanto que taxol produce
una diferencia notable (mayor a un 30%) entre la inhibicién sobre C-33 y la
inhibicién en Calo

5.3 Andlisis de Citometria de flujo. Basados en el hecho de que diversos

farmacos anticancerigenos inducen arresto del ciclo celular,'2 %% y con el objeto
de saber qué fase de dicho ciclo es alterada por el R-8 se llevd a cabo un
experimento de citometria de flyjo utilizando células Hela y se compars con otro
realizado en condiciones control

Los resuitados obtenidos se presentan en las siguientes tablas como el
porcentaje de ceélulas identificadas en cada una de las fases a los diferentes
intervalos de tiempo {4, 24 y 48h)



Tabla 3 4 horas

Fase G1 Fase § Ease G2
Coatrel 30.95 17 98 51.06
R-8 3232 22.53 45.14
Tabla 4 24 horas

Fase 1 Fase § Fase G2
Control 36,33 27.59 36.07
R-8 28.24 21.74 49,50
Tabla 5 48 horas

Fase G1 | Fase S Fase G2
Control 17.50 28.39 5410
R-8 4.40 3.91 91.67

Tablas 3, 4 y 5. Efecto de R8 en las fases G1, 8 y G2-M del ciclo celular de
. células Hela en funcién del tiempo. Porcentajes de células en fas fases G1,
S y G2-M del ciclo celular, a 4, 24 y 48 h de tratamiento con R-8 [20 pM).

Como control se utiliz6 las células sin tratamiento a los tiempos indicados.

A las 4 y 24 h después de haber agregado el R-8 las células no presentan
cambios importantes en la distribucién en las diferentes fases s se compara con
el cultivo control.

Las células tratadas con R-8 a las 48 h presentan en G2-M un 90%. Por lo
que es claro que RS detiene a las células en fa fase G2M.
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6. Discusion.

Actuaimente, el cancer es una enfermedad que puede ser controlada v
curable en algunos casos, por lo cual los farmacos antineoplasicos conocidos,
juegan sin duda alguna, un papel fundamental para mejorar la calidad de vida de
pacientes con esa enfermedad. Es de suma importancia la bisqueda de nuevos %
mejores agentes quimioterapéuticos, de origen natural o sintético, con el objeto de
obtener farmacos con mejores propiedades y menores efectos secundarios En el
presente trabajo, se estudiaron algunos aspectos del comportamiento del
compuesto J-anilino-2-(N,N-dietiletilendiamino)tiazolo[5,4-b]quinclina llamado R-8,
como un posible agente anticancerigena, cuya accién ha sido evaluada mediante
pruebas bioldgicas in vitro, utilizando varias lineas celulares de cancer humano.

La cnética de accion tanto de R8 como de taxol en células Hela, no
muestra efecto inhibitorio de la proliferacion celular en un periodo inicial de
fratamiento, antes bien se presentan niveles minimos de profiferacion celular
durante las primeras 24h, tiempo necesario para que se produzca un dafio efectivo
al interior de las células que logre inhibir su progresion a través del ciclo celular
impidiendo la dwvision y multiplicacion de ellas. Posteriormente, el efecto
inhibitorio  es efectivo y aumenta significativamente de 32 hasta 52 b,
especialmente para el caso del R-8 (80% de inhibicion), demostrando en forma
similar al taxol, pero a diferente concentracion, una gran capacidad como inhibidor
de la proliferacion celular in vitro

Otro de los objetivos de este trabajo fue conocer las caracteristicas de la
muerte celular programada, apoptosis, la cual puede ser inducida por la accion de
diferentes farmacos antineoplésicos, como en el caso del taxol, compuesto usado
en la clinica y que en el presente estudio fue empleado como un control positivo
de una inhibicién de la proliferacion celular

La inhibicion de la sintesis de DNA producida por R-8 se demostrd
mediante la incorporacion de timidina-'"*C a DNA, empleando las lineas celulares
SW620, SW480, C-33, Calo, HeLa, CHO y MCF-7. Lz inhibicion de la sintesis de
DNA, fue del orden de 45% hasta un 80%, aproximadamente. En el caso de las



fineas celulfares C-33 y Caio, presentaron el menor porcentaje de Inhibicidn, esto
pudo ser debido a cierta resistencia de las lineas celulares a la accisn de R-& lo
que sugiere una menor sensibiidad con respecta a las otras lineas celulares
utifizadas en este trabajo. En cuanto a las ofras lineas celularas, todas mostraron
inhibicion de la sintesis de DNA mayor al 50%. En los casos de las lineas Hela,
CHO y MCF-7, estas mostraron ser mas sensibles al inhibidor, presentando
inhibiciones cercanas al 80%.

El analisis por citometria de flujo de las diferentes fases del ciclo celular en
celulas Hel a tratadas con R-8, no muestra cambios impertantes en la cantidad de
celulas ubicadas en las diferentes fases durante las primeras 24 h de tratamiento,
ocurriendo esto en forma similar con las células control. Lo que resulta de gran
trascendencia, es el 90% de incremento de células en la fase G2-M tras 48 h de
tncubacion con el R-8

Resuitados reportados en relacion con alteraciones en el ciclo celuiar, en
lineas celulares tratadas con farmacos demostraron que en lineas celuiares
leucémicas CEM y MOLT -4 tratadas con etopdsido el 80% de células estaba en la
fase G2-M durante las primeras 24 h de tratamiento, y alas 48 h muestran muerte
celular apoptotica (evidenciada por un menor namero de células en fase G1) ' E
tratamiento de las células A549 de cancer de pulmdn humano con altas dosis de
paclitaxel (100 nM) produce un arresto de las céiulas en la fase G2-M, deteniendo
la progresién del ciclo celular.®
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7.Conclusiones.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo establecieron la actividad
antiproliferativa  (45-80%) del compueste 9-aniline-2(N,N-dietiletilendiamino)
tiazolo[5, 4-bjguinclina (R-8), a una concentracién 20 M, en las lineas celulares
empleadas. Se identificd el ttempo al cual se obtiene !a méaxima actividad
antiproliferativa, que fue a 52 horas Ademas se demosiré la inhibicion de ia
sintesis del DNA por efecto del compuesto. Por otro fado se determind las fases
del ciclo celular en las cuales las células son inhibidas durante el tratamiento con
R-8. observandose detencion de las células en la fase G2-M, después de la cual
podrian, ya sea, progresar a fravés de la mitosis hasta alcanzar la fase G0 o G1, 0
bien, experimentar una muerte celular mitética o apoptosis

De todo lo anterior puede conclurse que R-8 presenta una actividad
antiproliferativa significativa en las diferentes lineas celulares tumorales tratadas
Este compuesto padré ser evaluado en otras fases, por ejemplo en animales para
saber si presente aclividad antitumoral, asi como conocer su mecanismo de
accion citotoxica, '
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8. Perspectivas.

El cancer actualmente es curable en algunos casos, perc la gran mayoria
solamente son controlados, tedo 1o cual depende de varios factores como son &l
nivel socioecondmico del paciente, pues los farmacos empleados en el tratamiento
de esta enfermedad son largos y costosos. Es importante sefialar que &l hecho de
que la enfermedad sea detectada a tiempo para ser combatida ya sea por
radioterapia y/o quimioterapia, o algun otro tipo de tratamiento es de vital
importancia.

En el caso de ja gumicterapia la combinacion de los medicamentos
elegidos depende del tipo de neoplasia del paciente y generalmente provocan una
serie de efectos secundarios que son muy desgastantes para ¢l organismo

Basandose en lo anterior, es necesario buscar nuavos medicamentos con
mejores propiedades que puedan proveer una opcion para aligerar los efectos
secundarios © que sean mas accesibles de adquirir desde e punto de wista
econdmico. Compuestos como R-8 deberan ser considerados y evaluados
posteriormente en otras etapas con el fin de determinar Ia factibilidad de incluirlos
en los tratamientos en la clinica hospitalana, con la esperanza de poder brindar

una cura & muchos de los pacientes que aquejan tal enfermedad.



9. Abreviaturas.

col
Clso

°C

DNA
D.E.
D-MEM
EDTA
Fase GO

Fase G1

Fase G2

HTLV-I
Hiv-1
H.R.

h
Hepes
in®

A (lamda)
L

b

mL

MTT

ul
ng

colaboradores

Concentracion def compuesto que produce
50% de inhibicion del crecimiento celular
Grados centigrados

Acido desoxirribonucleico

Desviacion estandar

Medio Eagle Modificado de Dulbeco
Acido etilendiaminotetracétice

Fase del ciclo celular en donde las células
se encuentran en un estado no proliferativo
Fase del ciclo celular se encuentra entre el
espacio entre Ia division celular y la sintesis
de DNA

Fase del ciclo celular que refiere al espacio
entre la sintesis de DNA y la divisidn celular
Celulas T de leucemia humana

Virus de inmunodeficiencia humana
Humedad relativa

horas

Acido N-2-hidroxietilpiperazin-N'-2-etansulfénico

Pulgadas cuadradas

Longitud de onda

Litros

Libras

Miklitros

Bromuro de  3(4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-
difeniltetrazolio

Microlitros

Microgramos
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1] Micrometro

uCi Microcuries
Y| Micromolar
Fase M Mitosis Fase del ciclo celular durante Ig

cual se dividen las células

PBS-EDTA Solucidn salina amortiguadora por fosfatos
RNAC Acido ribonucleico viraf

pm Revoluciones por minuto

Fase S Fase dei ciclo celular durante la que se

realiza la sintesis de DNA

SFB Suero Fetal Bovino
Timidina- ¢ Timidina marcada con carbono catorce
viv Peso por ciento en volumen
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