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“Por eso este poema, tan abierto,
como la mano en que se da la mano,
es la desnuda tarde de verano

en que la lluvia niega lo mas cierto.

Si pudo lo increible ser tan cierto
y estar de lo mas lejos tan cercano,
que por eso, por ser eso

estd a la mano el agua incomparable del desierto.

Al abrir las ventanas de este dia
cerré los 0jos

cuando sonreia la flor de lo que pasa inesperado.

Por eso, cuando el suefio me despierta,
desaparezco de uno y otro lado

y me inclino a esperar que abran la puerta.”

Carlos Pellicer

Tepoztlan, 4 de mayo de 1976
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ABREVIATURAS

ABZ Albendazol

ADN Acido desoxirribonucleico

CBz Carbamatos bencimidazdlicos

DAPI 4’ 6-diamino-2-fenilindol

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimetil sulfoxido

D.E. Desviacion estandar

FBZ Fenbendazol

FITC Isotiocianato de Fluoresceina

Clso Concentracion Inhibitoria 50

LCG1 N-[5-(naftil-1-iloxi)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo

LCG2 N-[5-(quinolin-8-iloxi)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo

LCG3 N-[5-(2-metilquinolin-8-iloxi)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo
LCG4 N-[5-(5-cloroquinolin-8-iloxi)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo
LCG5 N-[5-(4-cloronaftil-1-iloxi)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo
LCG6 N-[5-(7-metoxiquinolin-4-iloxi)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo
MBZ Mebendazol

MCF7 Linea celular de cancer de mama con el acrénimo Michigan cancer foundation-7
MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol

NZ Nocodazol

PAF p-formaldehido

PBS Solucion Amortiguadora de Fosfatos

PBS90 N-[5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo

PHA Fitohemaglutinina

SDS Dodecil sulfato de sodio

SFB Suero Fetal Bovino

SK-LU-1 Linea celular de cancer de pulmén con el acronimo Sloan Kettering lung-1
SW620 Linea celular de cancer de colon




RESUMEN

En el presente proyecto de tesis se determind la citotoxicidad de seis derivados
del 1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo en las lineas celulares SK-LU-1 y
SW620. La serie de compuestos referida corresponde a seis derivados
bencimidazolicos que se sintetizaron como inhibidores de la polimerizacion de la
B-tubulina. El derivado LCG1 resultdé ser el mas citotoxico de esta serie con un
valor de Clso aproximado a 0.08 uM, tanto en la linea celular SK-LU-1 como en la
SW620, adicionalmente se confirmé la capacidad de este compuesto de inducir

cambios en la morfologia epitelial de las lineas celulares estudiadas.

En un ensayo de inmunofluorescencia directa se determind que el derivado LCG1
induce alteraciones en la distribucion normal del ADN y la B-tubulina de las células
SK-LU-1. Se sugiere que tales alteraciones se deben a la capacidad del
compuesto LCGL1 de producir el escape mitético de las células, liderando de esta

manera la formacién de células multinucleadas.




1. INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo.? Tan solo en
el afio 2015 fue la segunda causa de muerte a nivel mundial y reporté 14 millones
de nuevos casos y 8,8 millones de muertes.® Debido a esto, la busqueda de

nuevos tratamientos contra este padecimiento es de primordial importancia.

A pesar de los mdltiples esfuerzos realizados en la investigacion de terapias
efectivas y seguras para el tratamiento de los diversos tipos de tumores, las que
se encuentran disponibles en la actualidad presentan graves problemas asociados

con su alta toxicidad y baja biodisponibilidad.

Con la finalidad de brindar una alternativa a las terapias tradicionales, estudios
actuales han propuesto como blanco terapéutico a los microtubulos; los cuales son
estructuras celulares formadas por el auto ensamblaje de a y 8 tubulina, y se han
convertido en dianas biologicas atractivas para el disefio de nuevas terapias
quimicas dirigidas porque intervienen en diversas funciones que son

fundamentales en la estabilidad y supervivencia celular.

Con base en lo anterior, el grupo de investigacion del Dr. Rafael Castillo
Bocanegra; quien es investigador adscrito a la Facultad de Quimica de la UNAM,
realizo la sintesis de seis derivados de 1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo,
cuyas caracteristicas estructurales podrian favorecer su union con la B-tubulina,
alterando la dinamica normal de los microtibulos y con esto aumentar la muerte

de las células cancerigenas.

El presente trabajo de tesis se centro en determinar la citotoxicidad de la serie de
derivados bencimidazoélicos propuesta y analizar si estos tienen su mecanismo de
accion a nivel de los microtubulos. Para responder a esta pregunta, se planted
estudiar la citotoxicidad de los mismos empleando lineas celulares humanas de
cancer, y ensayos de inmunofluorescencia, con el fin de corroborar las

predicciones obtenidas previamente en ensayos in silico.




2. ANTECEDENTES

2.1 CANCER

2.1.1 Definicién e incidencia

El cancer es una enfermedad provocada por un proceso de crecimiento y
diseminacién incontrolada de un grupo de células que son capaces de invadir,
localmente o a distancia, a otros tejidos; en consecuencia, el exceso de células da
origen a masas de colonias celulares denominadas tumores.*® No todos los
tumores son cancerosos, algunos estos pueden ser benignos.> Las células en los
tumores malignos presentan mutaciones que les permiten llevar a cabo una
division desordenada, debido a que no obedecen a los controles normales de
regulacién en la proliferacion, mecanismos de diferenciacion celular, ni a los

mecanismos naturales de muerte programada.*

De acuerdo con organismos internacionales como la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), el cancer es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo.>? Tan solo en el afio 2015 fue la segunda causa de
muerte a nivel mundial y reportd 14 millones de nuevos casos y 8.8 millones de
muertes.® Los principales tipos de cancer que ocurren a nivel mundial son: el

pulmonar, hepatico, gastrico, colorrectal, mamario y cancer de es6fago.®

También durante el afio antes referido, en nuestro pais, el cancer fue la segunda
causa de mortalidad.®” De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI), esta enfermedad registr6 alrededor de 6,400 muertes por
tumores de prostata y 6,200 muertes por cancer de mama.® Entre tanto, los datos
de la OMS reportaron que los principales tipos de cancer en hombres son los de
préstata, traquea, bronquios y pulmén; mientras que en mujeres, son los de

mama, Utero, ovario, higado y de las vias biliares.>-6:8




2.1.2 Desarrollo del cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial lo cual significa que existen muchos
factores involucrados en su aparicion. La OMS establece que el consumo de
tabaco y alcohol, una dieta no balanceada, asi como la inactividad fisica son los
principales factores de riesgo asociados a esta enfermedad. Sin embargo, en la
actualidad diversos autores coinciden en que los factores genéticos y ambientales
también actian de forma combinada y secuencial durante el desarrollo del

cancer.1.24.7.9

Por lo anterior, se realiza la clasificacién de los distintos agentes que promueven
el desarrollo del cancer en tres grupos: 1) sustancias quimicas, 2) agentes fisicos
y 3) agentes biolégicos.*1° Dentro de los agentes quimicos pueden citarse a los
agentes alquilantes del ADN y los contaminantes ambientales; entre los agentes
fisicos se encuentran los rayos X y la radiacion UV; y, dentro de los agentes
biolégicos podemos citar al virus del papiloma humano.!! A esta serie de agentes

podrian afiadirse los factores genéticos.!?

Las mutaciones que contribuyen al desarrollo del cancer pueden estar presentes
en: 1) proto-oncogenes, los cuales son genes que pueden convertirse en
oncogenes, es decir, que promueven la proliferacion celular; Il) genes supresores
de tumores, que detienen la proliferacion celular y Ill) genes reparadores del
ADN.410 Ademas de las mutaciones, otras anomalias encontradas en las células
cancerigenas son las traslocaciones, amplificaciones, deleciones, y ganancia o

pérdida de cromosomas completos.10:13

El proceso por el cual se produce el cancer se denomina carcinogénesis, y es
ocasionado por anormalidades en el material genético de las células que pueden

ser originadas por los tres agentes etiolégicos mencionados con anterioridad.®

La carcinogénesis se lleva a cabo en tres etapas: iniciacion, promocién y

progresion, las cuales se definen a continuacion.*1

——
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El proceso de iniciacion se describe como la acumulacion de mutaciones en una o
varias células troncales, mismas que producen alguna modificacion en su ciclo

celular y desencadenan la resistencia a la apoptosis.*!

La promocion se refiere al evento por el cual se produce la expansion clonal
selectiva de las células iniciadas y complementa el desarrollo del cancer. Esto se
puede presentar a través de tres mecanismos que son: inhibicion diferencial,

estimulacion diferencial y recuperacion diferencial.!?

La progresion se entiende como el conjunto de mutaciones adicionales que se
producen de manera posterior a las adquiridas durante el proceso de iniciacion.
Estas mutaciones brindan ventajas selectivas a la célula, que son heredadas a su

descendencia, en un proceso conocido como seleccién clonal.':1?

La aparente sencillez con la que es posible describir el desarrollo del cancer en la
actualidad podria sugerir que cualquier célula en nuestro organismo es capaz de
sufrir una transformacién maligna, sin embargo, es importante remarcar que esto

no sucede asi.

De acuerdo con Hanahan y Weinber,* la transformaciéon maligna de las células
normales ocurre de manera progresiva y es el resultado de la acumulacién de
factores especificos que desobedecen a los mecanismos antitumorales presentes

en las células normales. Estos factores incluyen:

1) La adquisicion de mutaciones que conducen a una transformacion
progresiva

2) Evasion de sefales que detienen la proliferacion

3) Capacidad ilimitada de replicacion

4) Evasion de la apoptosis

5) Sintesis de factores de crecimiento

6) Evasion a la vigilancia del sistema inmune

7) Formacion de nuevos vasos sanguineos

8) Capacidad de diseminarse a un organo distinto de su origen.

——
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El desarrollo final del cancer es el resultado de la acumulacién de mutaciones que
son originadas por eventos de naturaleza multifactorial'® y resultan ventajosas
para la proliferacién sostenida, o bien, para la evasion de la muerte celular.” Por lo
tanto, para que una célula sana se vuelva maligha es necesaria la acumulacion o

combinacion estable de dos o0 mas de estas mutaciones.*’?
2.1.3 Tratamiento del cancer

En la actualidad los principales tratamientos disponibles se clasifican en dos
categorias, de acuerdo con su selectividad, como: terapias no selectivas y terapias
dirigidas.? La seleccion de un tratamiento en concreto dirigido contra este
padecimiento depende del tipo de cancer a tratar y del grado de desarrollo que

posea esta enfermedad.?13

Las terapias no selectivas comprenden a la quimioterapia, radioterapia, y la
cirugia, siendo esta Ultima el tratamiento de primera eleccién en las etapas
iniciales de un proceso cancerigeno.'* Estos tratamientos tienen como objetivo
controlar el crecimiento de las células cancerigenas o reducir los sintomas de la

enfermedad.®

Aungue la cirugia sigue siendo de primera eleccion en las etapas iniciales, se trata
de un procedimiento muy agresivo que no garantiza la eliminacién de las células
cancerigenas; lo cual podria permitir su supervivencia y posteriormente su
proliferacién.’® Por otro lado, tanto la radioterapia como la quimioterapia, son
terapias no selectivas actian en contra de todas las células que se dividen,

inclusive sobre las sanas.’

En cambio, las terapias dirigidas se caracterizan por su capacidad de producir la
muerte celular selectiva de las células cancerigenas, de modo que son capaces de
interferir con los mecanismos de crecimiento y propagacion tumoral de las
mismas, a través del aprovechamiento de la funcién de una diana biolégica
particular.'® Para lograrlo, éstas pueden bloguear proteinas clave implicadas en
rutas bioquimicas esenciales, o de proteinas mutadas implicadas en el crecimiento

y supervivencia de las células cancerigenas.!®




En la actualidad, se cuenta con un gran numero de farmacos dirigidos a dianas

biolégicas especificas, algunas de ellas se muestran en la Tabla 2.1.2.

Tabla 2.1. Farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento del cancer?%-2t

Farmaco

Bevacizumab

(Avastin®)

Proteina de

muerte celular Pembrolizumab

programada-1

(Keytruda®)
(PD-1)

Receptor Fulvestrant

estrogénico (ER-
a) (Faslodex®)

Cinasas Ruxolitinib

JAK-1y JAK-2 (Jakafi®)

Azacitidina

(Vidaza®)

Histonas Vorinostat

(Zolinza®)

Paclitaxel

(Taxol®)
Tubulina

Vinblastina

(Velban®)

Mecanismo de Accidn

Anticuerpo monoclonal humanizado cuya
union a VEGF impide la interaccion de este
ligando con sus receptores (Flt-1 y KDR)
en la superficie de las células endoteliales
Farmaco-anticuerpo dirigido contra la
proteina de superficie PD-1. Mediante la
prevencion de la unién de sus ligandos
(PD-L1y PD-L2), el pembrolizumab induce
una respuesta inmune antitumoral
Se une de forma competitiva y reversible a
los receptores de estrégenos presentes en
las células cancerigenas. Produce efectos
anti-estrégeno a través de: 1)La regulacion
a la baja del receptor, y 2) La degradacion
del receptor

Inhibidor selectivo de las cinasas JAKly 2

Analogo quimico del nucleésido citosina.
De acuerdo con la dosis en que se
administre puede producir inhibicién de la
DNA-metiltransferasa, hipometilacion del
ADN, y citotoxicidad
Inhibe la actividad enzimatica de las
histonas desacetilasas HDAC1, HDAC2 y
HDACS3 (Clase I) y HDACS6 (Clase II)
Su union a la subunidad 8 de la tubulina
estabiliza la polimerizacion de los
microttbulos, alterando asi la flexibilidad
del citoesquelto e impactando
negativamente la funcionalidad normal de
las células
Se une a los microtabulos del huso
mitético, lo cual conduce a la detencion

mitética y posterior muerte celular

Padecimiento

Cancer de mama,
cuello uterino, ovario

y colorrectal

Céncer de pulmén de
células no pequefias

Cancer de mama

Mielofibrosis

Sindrome

mielodisplasico

Linfoma cutaneo de

células T

Sarcoma de Kaposi, y
cancer de pulmon,

ovario, mama

Cancer de mama,
testiculo,pulmon,
Linfoma Hodgkin
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La tabla anterior reporta algunos farmacos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) los cuales se encuentran actualmente disponibles en el
mercado y presentan diferentes mecanismos de accion para el tratamiento de

algunos tipos de cancer.?°

En la tabla anterior es posible observar que dos quimioterapéuticos tienen como
diana celular a la tubulina, la cual es la principal proteina constituyente del
citoesqueleto.?? Tales farmacos son el paclitaxel y la vinblastina que son
importantes en la actualidad debido a su amplio espectro de actividad contra las

células neoplasicas.'®23

2.2 MICROTUBULOS

2.2.1 Relevancia de los microtubulos en procesos de regulacion celular

Los microtubulos son estructuras que constituyen el citoesqueleto de las células
eucaribticas; estan implicados en muchas funciones esenciales a lo largo del ciclo
celular, como el transporte de material dentro de la célula, el movimiento y el
progreso adecuado de la division celular.?* En la actualidad, se ha confirmado que
estas estructuras desempefian un papel clave en la supresion de la proliferacion
de células tumorales.?>%6 Este conjunto de caracteristicas las ha posicionado

como dianas bioldgicas clave en el disefio de farmacos.?’
2.2.2 Estructura de los microtubulos

Fisicamente los microtubulos tienen forma de cilindro hueco, y estdn conformados

por heterodimeros estables de a y B tubulina (Figura 2.1).28:2°




>
O, _
w

Figura 2.1. Estructura de los microtdbulos. (Traducida de la referencia original).?® (A) Los heterodimeros
estan compuestos de las subunidades a y B, que se polimerizan para formar (B) protofilamentos.
Trece protofilamentos se asocian (C) y el contacto lateral entre éstos resulta en la estructura de los
microtibulos (D), con la subunidad B expuesta en la terminal positiva (+) y la subunidad a en la

terminal negativa (-).282°

El heterodimero o/ se asocia linealmente para formar protofilamentos; trece de
éstos mantienen contacto lateral produciendo asi la estructura caracteristica del
microtubulo, cuyo didmetro externo es de aproximadamente 25 nm y posee una
longitud variada. Esta estructura tiene una polaridad distinta en los extremos: la
B-tubulina queda expuesta en la terminal positiva del microtibulo, mientras la

a-tubulina se posiciona en la terminal negativa.??3°

Cada subunidad de tubulina contiene un sitio de union para nucledtidos de
guanosina (GTP/GDP).3! El primer sitio se denomina sitio-N y se encuentra
localizado en la subunidad a, a este sitio se une una molécula de GTP de manera
irreversible y no hidrolizable. El segundo sitio, denominado sitio-E, se localiza en la
subunidad B y en éste se une una molécula de GTP que se puede hidrolizar. La
hidrolisis es necesaria para el ensamblaje de los microtubulos, como bien se

describe a continuacion.32
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2.2.3 Equilibrio dinamico de los microtubulos

Los microtubulos son altamente dindmicos para llevar a cabo algunas de sus
funciones de manera correcta, como sostener un adecuado progreso de la division
celular.?’” Debido a esto, continuamente alternan entre estados equilibrados de

polimerizacién y despolimerizacion.33

Se sabe que los microtubulos muestran al menos dos mecanismos distintos de
comportamiento dindmico que se han observado tanto en sistemas in vitro343
como in vivo®®37, Estos mecanismos son: 1) inestabilidad dindmica y 2) recambio
rotatorio o treadmilling.?* El primero ocurre a través de la adiciéon y pérdida de
subunidades de tubulina sobre la misma terminal del microtabulo; mientras que el
intercambio rotatorio involucra la ganancia de tubulina en el extremo positivo del
microtlbulo y la pérdida de tubulina en el extremo negativo.?’38 De los
mecanismos anteriores, el proceso de inestabilidad dinamica es el mas estudiado
y descrito en la actualidad porque es un mecanismo que con frecuencia puede

analizarse en estudios in vitro.30

La inestabilidad dinamica se caracteriza por alternar rapidamente entre estados de
crecimiento y acortamiento en el extremo positivo del microtabulo, este
comportamiento es dirigido por la hidrélisis de GTP.° El proceso de crecimiento se
denomina “catastrofe”, mientras que a la transicibn inversa se le denomina

“rescate” (Figura 2.2).3940

Cada subunidad de tubulina puede incorporar una molécula de GTP en su
respectivo sitio de intercambio de nucledtidos; el GTP incorporado en el sitio-N no
se hidroliza y se mantiene de forma constitutiva en la estructura, mientras que en
el sitio-E se produce su hidrélisis. EI GTP se hidroliza a GDP + Pi en el sitio-E de
la B-tubulina (Figura 2.2).4%:42
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Microtubulo estable

-tubulina
]— o-tubuina-GDP

Q, — p-ubulina-GT? - w

e

=7
& o9

Rescate Capa de estabilidad

\' l a-tubulina
GDP + Pi

() (+) T

Catastrofe

Heterodimeros
al/f

Microtubulo despolimerizado

Figura 2.2. Dindmica de los microtibulos. La hidrdlisis de GTP dirige los eventos de catastrofe y
rescate. (i)El ensamblaje de los microtdbulos inicia cuando cada subunidad de tubulina incorpora
una molécula de GTP a su estructura. El GTP incorporado en la unidad  no se hidroliza y se
mantiene de forma constitutiva en la estructura, mientras que en la unidad a se produce su
hidrdlisis. (ii)La incorporacion de GTP en la subunidad B produce una capa de estabilidad que
favorece el crecimiento del microtdbulo. (iii)La pérdida de la capa de estabilidad conduce a una
catastrofe donde los protofilamentos se abren hacia afuera y excluyen heterodimeros de tubulina
en el citoplasma, durante el rescate, esta capa de estabilidad se reforma. (iv) Finalmente el GDP
puede unirse a una subunidad B libre y puede intercambiarse por GTP para reiniciar el ciclo.

Traducida de la referencia original.2°-3°

Se ha postulado que el extremo positivo mantiene una capa de estabilidad
conformada por el complejo B-tubulina-GTP a lo largo del proceso de crecimiento;
la pérdida de esta capa conduce a una catastrofe, mientras que durante los

eventos de rescate esta capa se reforma.?%42
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La hidrdlisis del GTP produce un cambio conformacional en los microtubulos.
Cuando el complejo tubulina-GDP adopta una conformacion curvada el proceso de
adicion de nuevas unidades de tubulina esta desfavorecido para esta
conformacion, lo cual produce la apertura de los protofilamentos en el extremo

positivo y desencadena el desmontaje de los microttbulos.3®

La despolimerizacién produce la exclusion de heterodimeros a/B-tubulina en el
citoplasma. El GDP se une a la B-tubulina libre y puede intercambiarse por GTP en

el sitio-E, para reiniciar el ciclo.?°30

Interferir con el ensamblaje de los microtdbulos o con su equilibrio dinamico
compromete gravemente la supervivencia de las células, debido a que los cambios
estructurales en los microtiubulos normalmente se ven acompafados de la
activacion de mecanismos de muerte celular.?* Sin embargo, dado que la dindmica
de los microtubulos es mayor en las células cancerigenas, éstos se han convertido

en dianas bioldgicas clave en el disefio de farmacos contra el cancer.?’
2.3 Isoformas de la B-tubulina

Las isoformas de B-tubulina son codificadas por una familia de genes con un
complejo patrén de expresion.*344 Estas isoformas se encuentran en diferentes
niveles de expresion a través de células sanas en el cuerpo humano y se han

observado cambios de expresion en muestras tumorales.*34°

La variacion de las isoformas de la p-tubulina podria impactar considerablemente
la capacidad de union de un farmaco, debido a esto es importante analizar la

distribuciéon o expresion normal de dichas isoformas en el organismo.43:46.47

En la actualidad se han reportado al menos ocho isoformas de B-tubulina.** La
Tabla 2.2 indica la distribucion de estas isoformas en tejidos o células normales,
mientras que la Tabla 2.3 resume el cambio de expresion en el mMRNA de la

B-tubulina durante un proceso cancerigeno.*3
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Tabla 2.2. Distribucién normal de las isoformas de B-tubulina en tejidos humanos*?

Isoformas Tejido/Célula

Bl TUBB

Expresion constitutiva (todos los tejidos)

Neuronas, pulmén, pancras, higado, rifién, bazo,

TUBB2A ) ,
estdbmago y timo.

TUBB2B Cerebro e intestino delgado
TUBB3 Neuronas y células de Sertoli
TUBB4 Cerebro, células de la glia
TUBB2C Expresién constitutiva
TUBB6 Utero

TUBB1 Médula 6sea y células sanguineas

Tabla 2.3. Expresion de las isoformas de la B-tubulina en tejidos cancerigenos*?

Tipo de

: Blll BIVb
cancer

Colon
Mama
Ovario
Prostata
Pulmoén

Rifion

Nota: Los simbolos 1 o | indican, respectivamente, un incremento o decremento en el nivel de
expresién de mRNA de las isoformas de [B-tubulina en muestras de tejidos tumorales con respecto

a tejidos sanos. El simbolo = indica que no hay cambio significativo en la expresion.

Recientemente se ha reportado que existe una expresion aberrante de algunas
isoformas de B-tubulina en diferentes tipos de tumores, en particular, la isoforma
Blll se ha asociado con resistencia a la quimioterapia.*’* En la actualidad la
isoforma Bl es un marcador bioloégico de relevancia clinica debido a que su

presencia esta asociada resistencia a la quimioterapia.*?:

——
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Con base en lo anterior, y tomado en cuenta que existe una alterada o aberrante
expresion de las isoformas de B-tubulina en el cancer, el grupo de investigacion
del Dr. Rafael Castillo Bocanegra en la Facultad de Quimica UNAM, se enfoc6 en
el disefio, la sintesis y la evaluacion in silico, de seis derivados del
1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo. Algunas caracteristicas estructurales de
esta serie de derivados podrian favorecer su afinidad a las isoformas Bl y Blll de la
tubulina e interferir o inhibir la polimerizacién de los microtdbulos de las células

cancerigenas.®!
2.4 Agentes quimicos de unién ala tubulina

La variedad funcional de los microtdbulos y su dinamismo han posicionado a estas
estructuras como dianas novedosas en el disefio de farmacos. A continuacion, se
describe a un grupo de agentes cuyo mecanismo de accion depende de su unién

con la tubulina.2%27

Los agentes que se unen a tubulina son compuestos de interés debido a que
presentan afinidad por la subunidad B de la tubulina. Entre estos agentes es
posible distinguir dos grupos de acuerdo con su mecanismo de accién: 1) agentes

estabilizadores, y 2) desestabilizadores de los microtibulos.5?

Los agentes desestabilizadores inhiben la polimerizacion de los microtdbulos; en
este grupo se han descrito compuestos tales como los alcaloides de la vinca,
anélogos a la colchicina, los carbamatos de bencimidazol (CBZ), y la rizoxina. El
otro grupo corresponde a los agentes estabilizadores, los cuales promueven la
polimerizacion de los microtubulos, entre ellos se encuentran los taxanos,

epotilonas, y laulimalida.??33

Ambos grupos interfieren en el equilibrio dindmico de la polimerizaciéon de los
microtubulos mediante el bloqueo de la transicion de metafase a anafase, lo cual
ocasiona una detencion mitética y con ello la induccién de la apoptosis.>? La
Figura 2.3 corresponde a la representacion esquematica del sitio de union de
estos agentes en el heterodimero a/B de la tubulina.??:51.53
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Figura 2.3. Representacion esquematica de
los sitios de union al heterodimero o/ de la

tubulina.>!

T: Taxol

V: Vinblastina

C: Colchicina

L: Laulimalida

R: Rizoxina F

Ep: Epotilona

[B]: Sitio de union de los bencimidazoles

Sitios de union de Nucleétido Intercambiable
(E) y de Nucleétido No Intercambiable (N).52

2.4.1 Agentes estabilizadores de la polimerizacion de microtubulos:

taxanos, epotilonas y laulimalida

e Taxanos

Los taxanos actualmente son empleados como tratamiento de quimioterapia para
el cancer de mama. Su sitio de unién se halla en la B-tubulina, y esta revestido por
residuos hidrofobicos que permiten el acoplamiento de los taxanos en la cara
interna de pared de los microtdbulos; muy proximo a este sitio se encuentra
localizada el asa-M, la cual es una estructura que favorece el proceso de
ensamblaje de los microtibulos a través de la interaccion de su nucleo con un

segundo heterodimero de tubulina del protofilamento adyacente.?850.53-55
e Epotilonas

Las epotilonas A y B se encontraron inicialmente en el organismo micobacteriano

Sorangrum cellulosum como metabolitos secundarios con actividad citotoxica.
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Se ha descrito que la epotilona B inhibe competitivamente al Taxol®, debido a que

se su sitio de union es muy cercano al de los taxanos.2328:31
e Laulimalida

La laulimalida y la pelorusida-A son macrdlidos estabilizadores de los microtibulos
que fueron originalmente aislados de esponjas marinas. Actian de manera
sinérgica con el paclitaxel, porque estabilizan la polimerizacion mediante la
estabilizacion alostérica del asa-M mantienendo a los protofilamentos en una

conformacion recta.4>5356-59
2.4.2 Agentes desestabilizadores de la polimerizacion de microtibulos

En este apartado se realizara la descripcion de los agentes que ocasionan la
inhibicién de la dindmica de los microtibulos y entre los que es posible citar a la

colchicina, alcaloides de la vinca, rizoxina y los carbamatos bencimidazdlicos.
e Colchicina

La colchicina es un alcaloide aislado del organismo Colchicum autumnale, y fue la
primera sustancia identificada con capacidad de unirse a la tubulina. Inhibe la
formacién de los microtibulos debido a que induce y fija un cambio
conformacional curvo en los heterodimeros de tubulina, el cual es capaz de
promover la despolimerizacién. Su sitio de unién se posiciona muy préximo al sitio-
N en la interfase del heterodimero de a/B-tubulina, aunque mantiene mayor

interaccién con la subunidad [3.220
e Alcaloides de la vinca

Los primeros alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina, vindesina vy
vinorelbina) se extrajeron de la planta Catharanthus roseus. La vincristina es el
alcaloide representativo de este grupo y fue aprobada por la FDA como

tratamiento quimioterapéutico en 1963.
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Estos compuestos se unen a un sitio en la B-tubulina contiguo al sitio-E e

interfieren con el crecimiento y el ensamblaje normal de los microttbulos.?2:3%,58
¢ Rizoxina

La rizoxina es un macrolido biosintético cuyo sitio de unién, localizado de forma
adyacente al sitio-E, estd conformado por residuos hidrofébicos y polares. La
rizoxina es capaz de inducir un cambio conformacional que impide la agregacion
de mas heterodimeros de tubulina. En la actualidad se cuenta con evidencia
experimental donde se describe interferencia de la rizoxina con la union de la
vinblastina, 1o que sugiere que estos compuestos compiten por el mismo sitio de

unién.58.61
e Carbamatos Bencimidazolicos (CBZ)

Los CBZ tienen la capacidad de inhibir la polimerizacién de los microtibulos,®? y
diversos autores han tomado esta propiedad como punto de partida para la
realizacion de ensayos de inhibicion de la viabilidad celular en algunas lineas
celulares de cancer. Hoy en dia se acepta que los farmacos; albendazol (ABZ),%3
fenbendazol (FBZ),%* mebendazol (MBZ)% y nocodazol (NZ),6%%¢ son los

principales CBZ con actividad antiproliferativa.

El NZ es el farmaco mas activo del grupo antes descrito® y presenta actividad
contra varios tumores y leucemias. El ABZ interfiere con el desarrollo de cancer
hepatocelular y colorectal,®® aunque en algunos ensayos se ha confirmado que

inhibe la proliferacion de las lineas celulares malignas de dichos tipos de cancer.®’

Por otra parte, el MBZ ha demostrado potentes efectos antitumorales en células
de cancer de pulmén empleando ratones como modelo de estudio.®® Finalmente el

FBZ mostr6 actividad contra lineas celulares de cancer de pulmaén.63-66
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2.5 Carbamatos bencimidazdlicos (CBZ)

Los carbamatos de bencimidazol son de gran interés debido a que recientemente
se ha demostrado que son compuestos notablemente eficaces como agentes

citotéxicos y antitumorales.53-66

El anillo de bencimidazol presente en los CBZ es un farmacoforo heterociclico
importante en el descubrimiento de nuevos farmacos quimioterapéuticos.
Partiendo de este tipo de compuestos como estructuras prototipo es posible
producir agentes quimioterapéuticos mas selectivos, seguros y eficaces, a través

de un proceso de optimizacién quimica.t®-"*

El grupo de investigacion de la Dra. Laura Dominguez Duefias, de la Facultad de
Quimica, ha brindado estrategias esenciales para el desarrollo de terapias
anticancerigenas basandose en los CBZ como estructuras prototipo. Dichos
estudios proporcionan informacion relevante y actualizada sobre las

caracteristicas de la interaccion sitio-especifica de la B-tubulina con los CBZ.

A continuacion se presentan algunos resultados obtenidos por el grupo de
investigacion antes referido comenzando por el analisis correspondiente al
acoplamiento molecular o docking, de los agentes de unién a la tubulina en la

estructura cristalizada del heterodimero a/f (Figura 2.4).
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a-tubulina E198
Y200

V236

€239

Q134

S - Figura 2.4. Sitios de acoplamiento de los agentes de unién

a la tubulina en la estructura cristalizada del heterodimero

by

o/B tubulina.”? (a) Representacion de la a- (azul) y B-
tubulina (amarillo) acopladas con su respectivo agente:
Nocodazol (naranja), colchicina (turquesa), vinblastina

(marron) rizoxina (azul), taxol (violeta), epotilona (gris) y

laulimalida (rosa). (b) Superposicién del nocodazol (naranja)

B-tubulina experimentalmente determinado,’° con el modelo (verde)

predicho in silico.8

Por otro lado, en la Tabla 2.4 se presenta un resumen de las caracteristicas
estructurales clave de los CBZ que estan implicadas en su interaccion con las

isoformas de Bl y BllII de la tubulina.

Tomando como base la estructura del bencimidazol, los estudios de la relaciéon
estructura actividad (SAR) de los CBZ muestran que las caracteristicas

estructurales clave implicadas con su actividad antitumoral son las siguientes:

(A) Mediante interacciones hidr6fobas se observa que los sustituyentes aromaticos

mejoran la afinidad de unién de los compuestos en el sitio.

(B) Un aceptor de puente de hidrégeno se requiere como conector en la posicion 5
del anillo de bencimidazol para la interaccién con los aminoacidos Cys/Ser239.




(C) Se requiere un segundo puente de hidrégeno entre el nucleo de bencimidazol
con Glul198 o Val 236.

(D) El puente de hidrégeno entre el grupo carbamato de metilo y los residuos

Glu198 y Asn165 también es indispensable.5%:2

Tabla 2.4. Sustituciones del nacleo del bencimidazol que favorecen la actividad

antitumoral. Traducida de la referencia original’?

Region

A C D
4
4 N
R 2
3H-NH
6 N >/~—O
7 H ®) \
1

Observaciones
Modificaciones en la posicién 5 podrian ser Gtiles para mejorar la actividad biolégica en nuevos
derivados bencimidazdlicos. Varios grupos aromaticos han sido estudiados para este propdsito, por
ejemplo, anillos biciclicos aromaticos como fenilo, quinolina e indol, los cuales han presentado
actividad bioldgica en diferentes lineas de cultivo celular.?52673 Se ha observado que los grupos
aromaticos presentan las energias libres de unidén méas estables tanto en la isoforma I como en
BlII.
Un aceptor de puente de hidrégeno en la posicion 5 puede aumentar la afinidad de los CBZ en el
sitio de unién debido a una interaccion con los aminoacidos Cys/Ser 239. Se sugiere que algunos
compuestos con conectores como O, CO, S, SO o CONH podrian potenciar la actividad citotdxica.
El anillo de bencimidazol se considera la parte mas importante de la estructura por dos razones: (1)
es capaz de formar un puente de hidrégeno con el aminoacido Glu 198 tanto en la isoforma 8| como
en la BlIl y (2) el tautomerismo de este sistema heterociclico podria tener una segunda posible
interaccion con el carbonilo de la cadena principal de Val 236.
El grupo carbamato de metilo de la posicion 2 ha demostrado ser importante para la estabilidad del
complejo proteina-ligando debido a la formacién de puentes de hidrégeno con los aminoacidos en
las posiciones Glu 198 y Asn 165, respectivamente. Un estudio experimental reciente reveld que el
reemplazo del carbamato de metilo por sustituyentes de cadena mas larga disminuye la actividad
citotoxica.?® Esta pérdida de actividad puede deberse al impedimento estérico entre los
sustituyentes voluminosos y aminoacidos del sitio de unién, alterando asi el modo de unién al

ligando y la formacion de puentes de hidrogeno que estabilicen la estructura.

21

——
| —



Actualmente es necesario trabajar en la optimizacion de la actividad inhibitoria de
los CBZ contra la B-tubulina de mamifero humano con el fin de potenciar las
propiedades anticancerigenas de estos compuestos. Como posible solucion a esta
necesidad surge la serie LCG, sintetizada por el grupo de investigacion antes
referido, misma que corresponde a una serie de seis derivados de carbamatos
bencimidazolicos que podrian presentar gran afinidad por la B-tubulina

humana.51.72
2.5.1 Carbamatos bencimidazdlicos de la serie LCG

La serie de compuestos LCG corresponde a seis derivados del
1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo que fueron diseflados originalmente
como analogos de farmacos inhibidores de la B-tubulina de parasitos. En la Tabla
2.5 se presentan las estructuras de estos derivados.5!72

Tabla 2.5. Estructura de la serie de derivados bencimidazdlicos LCG>?

Nucleo LCG Ar LCG Ar

Estos compuestos presentan en su estructura tres componentes principales: 1) El
nacleo 1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo, 2) un sustituyente aromatico y

3) un conector entre ellos (Figura 2.5).52
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Sustituyente aromatico
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1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo

Figura 2.5. Componentes estructurales de la serie LCG.5!

La seleccion de los sustituyentes alrededor del nucleo del bencimidazol en la serie
LCG se realiz6 tomando en consideracion la relacion estructura-actividad entre los
CBZ y las isoformas de la B tubulina: El conector empleado corresponde a un
atomo aceptor de puentes de hidrogeno, mientras que los sustituyentes
aromaticos empleados en la sintesis de la serie LCG corresponden a los anillos de
naftlo y quinolina, los cuales presentan propiedades antiproliferativas vy

antitumorales significativas.”3-76

Adicionalmente se realiz6 un estudio de acoplamiento molecular de los
compuestos LCG y los farmacos: ABZ, FBZ y MBZ, en la B-tubulina modelada por
homologia a partir de la cadena D de la estructura cristalografica PDB: 3N2G.5! En
la Tabla 2.6 se presentan los resultados de la energia libre de unién obtenidos.
Los resultados que tienen mayor valor de energia libre de union, indican una
menor afinidad por el sitio, mientras que los de menor valor de energia presentan

mayor afinidad.”’
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Tabla 2.6. Resultados del acoplamiento molecular de los CBZ5:

Acoplamiento molecular en isoformas de B-tubulina

Farmaco (kcal/mol)

Los resultados obtenidos de esta prediccion sugieren que la serie de compuestos
LCG tiene buena afinidad por las isoformas Bl y Blll de la tubulina, las cuales se
sobreexpresan en cancer de pulmoén, ovario y mama.*® Por otro lado, también se
sugiere que dicha serie exhibe baja afinidad por la isoforma BVI, la cual se expresa
en ceélulas sanguineas y su inhibicion se ha asociado con la toxicidad
hematoldgica.’®7°

2.6 Modelos empleados en el estudio del cancer

La investigacion terapéutica del cancer se encuentra en continua evolucion de
enfoques para descubrir, desarrollar e introducir nuevos agentes
guimioterapéuticos. Dentro de los modelos de estudio disponibles es posible citar a
los modelos basados en organismos no-mamiferos, tanto unicelulares como
multicelulares, a los modelos basados en estudios computacionales y a los modelos

in vitro.80




Las lineas celulares derivadas de tumores son empleadas en la actualidad para el
estudio in vitro de procesos bioldgicos relacionados al cancer. A diferencia de las
células normales, estas lineas celulares presentan una serie de alteraciones
genéticas y epigenéticas caracteristicas de los tumores primarios donde fueron
originalmente aisladas. Debido a la gran variedad de cultivos existentes y a su
relativa facilidad de manejo, las lineas celulares se han posicionado como
excelentes modelos que permiten realizar amplios tamizajes en el descubrimiento y
evaluacion de la eficacia de nuevas terapias contra el cancer.8%.82 A continuacion se
describen las caracteristicas las lineas celulares seleccionadas para la realizacion

del presente proyecto (Tabla 2.7).

Tabla 2.7. Caracteristicas de las lineas celulares empleadas en las evaluaciones

de actividad biol6gica de los CBZ83

Organismo de Caracteristicas
origen culturales

Morfologia epitelial,

Linea celular Origen

Adenocarcinoma

Homo sapiens Pulmoén i
células adherentes pulmonar
] Morfologia epitelial, Adenocarcinoma
Homo sapiens Colon ]
células adherentes colorrectal
) ’ . Morfologia epitelial, Adenocarcinoma
Homo sapiens Glandula mamaria 3
células adherentes de mama
3 . Células sanas
Morfologia esférica,
Leucocitos* Homo sapiens Sangre periférica células no

(Cultivo celular
adherentes ) )
primario)

*NOTA: Los leucocitos empleados en los ensayos corresponden a un cultivo celular primario
aislado de la sangre periférica de voluntarios sanos.

Considerando lo descrito hasta ahora resulta de gran importancia determinar la
citotoxicidad de la serie LCG sobre las lineas celulares de cancer sefialadas en la
Tabla 2.7 con el fin de confirmar las predicciones obtenidas en el modelo in silico,
asi como analizar el mecanismo molecular de accién de estos compuestos y

determinar si éste involucra alteraciones en la dinamica de los microtubulos.
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3. JUSTIFICACION

A nivel mundial el cancer es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad. De acuerdo con la OMS, en 2015 hubo alrededor de 14 millones de
nuevos casos Yy 8.8 millones de muertes, ademas se prevé que el numero de

casos aumente aproximadamente un 70 % en los préximos 20 afios.*?

A pesar de los mdltiples esfuerzos realizados en la investigacion de terapias
efectivas y seguras para el tratamiento de los diversos tipos de tumores, las que
se encuentran disponibles en la actualidad, presentan graves problemas
asociados con su alta toxicidad y baja biodisponibilidad.#6

Como posible solucion a esta necesidad surge la serie de derivados
bencimidazolicos LCG, sintetizada racionalmente con base en modelos asistidos
por quimica computacional por el grupo de investigacion del Dr. Castillo
Bocanegra; quien es investigador adscrito a la Facultad de Quimica de la
UNAM_51,84—86

Esta serie de compuestos corresponde a seis derivados bencimidazdlicos que
podrian presentar gran afinidad por algunas isoformas de la B-tubulina que se
sobreexpresan en tejidos cancerigenos, alterando asi la dinamica de los

microtibulos y con esto aumentar la muerte de las células cancerigenas.*?

La finalidad del presente proyecto de tesis es determinar si el disefio
computacional de la serie LCG resulté exitoso en el sentido de producir agentes
con actividad citotoxica mediada por su afinidad y union a las isoformas 1y Blli
de la tubulina.
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4. HIPOTESIS

La serie de derivados bencimidazdlicos LCG presentara actividad citotoxica.
Estos compuestos seran capaces de inducir alteraciones en la dinamica normal de
los microtubulos a través de su unién con la subunidad B de la tubulina, de este
modo, las células presentaran cambios morfoldgicos y serd posible observar

variaciones en la organizacion estructural de las mismas.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la citotoxicidad de la serie LCG, asi como analizar si dichos
compuestos producen cambios en la morfologia celular de lineas tumorales debido

a la alteracién en la dindmica normal de los microtubulos.

5.2 Objetivos particulares

» Analizar la actividad citotéxica de la serie LCG, sobre lineas celulares
SK-LU-1 de céncer de pulmén, SW620 de cancer de colon y MCF-7 de

cancer de mama.

> Determinar la Clso de los derivados bencimidazoélicos en las lineas celulares
SK-LU-1, SW620, MCF-7 y en células mononucleares de sangre periférica.

»  Comprobar si la serie LCG altera la distribuciéon de los microtubulos en un

ensayo de inmunofluorescencia.

»  Evaluar el efecto de los compuestos de la serie LCG sobre la inhibicion de la

polimerizacion de los microtubulos en un ensayo in vitro.
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6. METODOLOGIA

6.1. Ensayos de citotoxicidad en lineas celulares

La evaluacion de los seis derivados y las referencias farmacoldgicas se realizd con
el método de MTT. Se emplearon tres lineas celulares humanas de céancer:
SK-LU-1, SW620, MCF7 (Tabla 2.7), mismas a las que se les administré un
esquema de tratamiento 0.01 a 10 uM, tal como se detalla en la correspondiente

seccion de anexos experimentales, empleando DMSO como vehiculo.

En una placa de 96 pozos se sembraron 4,000 células por pozo con medio DMEM
(GIBCO-Invitrogen®) enriguecido con SFB al 10 %. Estas células se mantuvieron
en reposo durante 24 h, posteriormente se incubaron durante 72 h en presencia
de los tratamientos farmacolégicos a 37 °C con una atmadsfera de CO: al 5 %.

Al finalizar el periodo de incubacién se afadieron 20 puL de una solucién de MTT
(2.5 mg/mL) a cada pozo y se mantuvieron asi durante 1.5 h a 37 °C.
Posteriormente, los cristales de formazan se disolvieron en 200 uL de DMSO y se
determind la densidad o6ptica empleando un lector de placas Epoch® a una
longitud de onda de 540 nm. Finalmente se obtuvo el porcentaje de viabilidad

celular y se calcul6 el valor de Clso = D.E.
6.2 Citotoxicidad en células mononucleares de sangre periférica

Empleando tubos con EDTA equipados con un sistema vacutainer
(Becton Dickinson Vacutainer®, #367863) se obtuvo sangre periférica por
venopuncion de donadores adultos sanos en condiciones de ayuno. Para el
aislamiento de leucocitos de las muestras obtenidas se emple6 el sistema de

separacion Ficoll (Ficoll-Pagque PLUS® GE Healthcare).

En microplacas de 96 pozos se sembraron 20,000 leucocitos por pozo con 200 uL
de medio RPMI-1640 (GIBCO-Invitrogen®) y 2.5 ug/pozo de fitohemaglutinina
(PHA-P Sigma Aldrich®), para promover la division celular. Estos cultivos se

trataron con el compuesto LCGl a wuna concentracion final de
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1.25, 25, 5 7.5, 10 uM empleando cisplatino como control positivo de
citotoxicidad. Las células se incubaron durante 72 h a 37 °C y una atmosfera de
CO2 al 5 %. Finalmente, se determiné colorimétricamente la viabilidad celular

mediante el ensayo de MTT antes descrito.
6.3 Determinacion de la Clso en las lineas celulares

Para obtener el valor de Clso de cada tratamiento se construyeron graficos de
viabilidad celular en funcién de la concentracion del compuesto administrado. A
partir del grafico obtenido se realiz6 la determinacién de la Clso + D.E. en el
programa informatico OriginPro® 7.0 mediante un modelo de regresiéon no lineal.
Cada Clso reportada en el presente proyecto de tesis corresponde a la media

aritmética de tres experimentos realizados de manera independiente.
6.4 Ensayo de inmunofluorescencia directa

Se sembraron 45,000 células SK-LU-1 por caja Petri de 35 x 10 mm, las cuales
contenian cubreobjetos circulares de 16 mm de diametro previamente
esterilizados por radiacion UV durante 15 min. Las células se trataron con el
vehiculo DMSO, el farmaco NZ y el derivado LCG1; éstos ultimos a una
concentracion equivalente a su respectiva Clso, durante 72 h bajo condiciones

Optimas de cultivo celular.

Las células adheridas a los cubreobjetos circulares se fijaron quimicamente
afiadiendo 1 mL de p-formaldehido al 4 % por caja Petri, durante 20 min a
temperatura ambiente. El proceso de permeabilizacion de las células se realizo
con una mezcla 1:1 de SDS y Triton X-100 (Aldrich®) al 0,5 % en PBS durante 10

min.

Posterior al paso de permeabilizacion, las células se bloquearon con una solucién
de albumina sérica bovina (BSA) al 3 % en PBS durante 1 h. El proceso de
inmunotincion se realizd empleando un anticuerpo monoclonal de clase 1gG

dirigido contra B-tubulina (GeneTex®, GTX11310); el cual, se diluyd 1:500 veces y
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se incub6 durante 1 h a 20 °C. La tincion de los nucleos celulares se realizé con
una solucion 1:500 de 4,6-Diamino-2-fenilindol (DAPI).

Finalmente, los cubreobjetos se montaron en portaobtejos limpios vy
desengrasados. La fluoresencia se protegié con 10 uL de la solucion protectora
Vecta-shield (Sigma-Aldrich®) diluida 1:500. La sefial de inmunofluorescencia se
detecté usando un microscopio de epifluorescencia BX41 (Olympus® Tokio,

Japon).
6.5 Polimerizacién in vitro de la tubulina

Con el kit comercial Cytoskeleton (Cytoskeleton Inc. ® #BK0O06P) se realizaron
curvas de polimerizacién de la tubulina siguiendo las indicaciones propuestas por

el fabricante.

Este ensayo se realizd a partir de un stock de 200 ulL de tubulina a una
concentracion de 10 mg/mL, la cual fue reconstituida en 420 uL de la solucién
amortiguadora de reaccién contenida en el kit. Una vez reconstituida, la
composicién de la mezcla de reaccion es de 3 mg/mL de tubulina en 80 mM
PIPES, pH= 6.9, 2 mM MgClz, 0.5 mM EGTA, 1 mM GTP y 10 % glicerol.

El NZ y el derivado LCG1 se disolvieron en la solucibn amortiguadora a una
concentracion 10 veces mayor a la requerida en los pozos de reaccion. Las

concentraciones finales de cada compuesto en el ensayo fueron de 0.01-10 uM.

Se depositaron 10 pL de la solucién 10 veces concentrada del tratamiento o 10 L
de control, en placas de 96 pozos de media area precalentadas a 37 °C y se
mezclaron inmediatamente con 100 pL de la solucién de tubulina a 3 mg/mL. Al
término de un periodo orbital de mezclado de 5 s se realizo el seguimiento cinético
de la polimerizacion, durante 1 h a 37 °C, realizando lecturas cada minuto a 340

nm en un lector de placas Epoch 2°.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Actividad citotoxica de los CBZ en lineas celulares SK-LU-1, SW620 y
MCF7

En cuanto a la bioactividad que los compuestos heterociclicos presentan, el anillo
de bencimidazol destaca por presentar una gran diversidad de actividades que
resultan de modificaciones exitosas realizadas alrededor de su region
farmacoforica.’®8’88 |os farmacos ABZ, FBZ, MBZ y NZ son derivados de
bencimidazol que normalmente se emplean como agentes antiparasitarios.®>%° No
obstante, en la actualidad se sabe que este grupo de farmacos ademas es capaz
de inhibir la proliferacién de diferentes lineas celulares de cancer y por este motivo
han sido seleccionados como compuestos de referencia a lo largo del presente

proyecto de tesis.

En la Tabla 7.1 se presenta la recopilacion de reportes de la actividad citotéxica de
las referencias farmacoldgicas en determinadas lineas celulares tumorales,
mismas que resultan interesantes porque corresponden a los tipos de cancer con
mayor indice de morbilidad a nivel mundial. Se sefialan resultados sobre la
actividad citotoxica determinadas a 72 h con el ensayo de MTT contra algunas
lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén A-549, de colon SW480 y de
mama MCF7.

Tabla 7.1. Actividad citotoxica a 72 h para los farmacos de referencia en ensayo
de MTT®?

Farmaco Clso (UM)

A-549 SW480

- 0.45 -
1.6 0.6 -
0.42 - -

0.087 0.12 0.71

Nota: El simbolo - indica que no existen reportes de actividad en las referencias consultadas
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Tomando en consideracion la suma de reportes disponibles para las referencias
farmacologicas, fue posible apoyar el disefio de la evaluacién de la actividad
citotoxica en el caso de la serie LCG.

En esta seccion se realizara el andlisis de dicha actividad en las lineas celulares
de cancer de pulmén SK-LU-1, de colon SW620 y de mama MCF7; empezando
por aquellos compuestos cuya sustitucion aromatica corresponde al naftilo,
posteriormente se detallan los que presentan sustitucion aromatica de tipo
quinolina y por ultimo se revisara la inclusion del derivado PBS90. Adicionalmente
se realizara una revision de las predicciones derivadas del modelo in silico con el
fin de reunir la informacién necesaria para comprobar si el disefio de la serie LCG
resulté exitoso en el sentido de producir compuestos con actividad citotoxica

apreciable.

Tabla 7.2. Actividad citotoxica de los CBZ a 72 h. Se sefala la Clso (UM) = D.E.

con una n=3 para cada compuesto evaluado

Compuesto Clso (LM)
SK-LU-1 SW620 MCF7
LCG1 0.076+0.005 0.082+0.006 >10
LCG2 1.47+0.054 1.74+0.109 >10
LCG3 1.46+0.103 1.25+0.059 >10
LCG4 2.09+0.102 3.90+0.097 >10
LCG5 0.63+0.001 0.77+0.015 >10
LCG6 7.93+0.268 19.6+0.870 >10
PBS90 1.28+0.019 1.29+0.070 >10
ABZ 0.49+0.026 0.53+0.027 >10
FBZ 0.46x0.042 0.56+0.022 >10
MBZ 0.53£0.037 0.55+0.049 >10

La seleccion de las lineas celulares usadas en este estudio se realizd
considerando dos criterios. En primer lugar se contemplé que las lineas

seleccionadas podrian presentar a las isoformas Bl y Blll, porque su fenotipo
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corresponde al tejido que comunmente sobre expresa dichas isoformas; en un
segundo término se estimé la incidencia epidemiol6gica de los principales tipos de

cancer a nivel nacional.

En la Tabla 7.2 se sefialan los resultados de la actividad citototoxica de los
carbamatos bencimidazdlicos de la serie LCG y los compuestos de referencia;
estas actividades fueron evaluadas con el ensayo de MTT a 72 h. A continuacién
se describen las observaciones mas sobresalientes que se obtienen del andlisis

de la presente tabla.

Los farmacos de referencia fueron administrados en un esquema de concentracion
gue va de un rango de 0.01-10 uM. En las tres lineas celulares empleadas estos
compuestos presentaron mayor actividad citotoxica que cinco de los seis
derivados de la serie LCG. Por otro lado, la Clso de los diez compuestos evaluados
se mantuvo en el mismo rango de unidades en las lineas celulares SK-LU-1 y
SW620, aunque cabe sefialar, que en el caso de la linea celular MCF7 no fue
posible asignar un valor de Clso debido a que no es posible realizar la evaluacion
de la citotoxicidad por encima de la maxima concentracion soluble para estos

compuestos, misma que corresponde a un valor aproximado de 10 pM.

La serie LCG consta de seis compuestos sintetizados a partir de la ciclo
condensacion entre la  o-fenilendiamina  debidamente  sustituida |y
N,N- dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea, de modo tal que todos estos derivados
comparten el nucleo del 1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo y el conector de
oxigeno, distinguiéndose entre si gracias a la sustitucion aromatica del tipo naftilo
o quinolina (Figura 2.5). Los derivados LCG1 y LCG5 comparten al naftilo como
sustituyente aromatico; mientras que los derivados LCG2, LCG3, LCG4 y LCG6
estan sustituidos por quinolina.! Por su parte, el derivado PBS90; cuya estructura
puede ser consultada en la seccion de anexos correspondiente, originalmente fue
sintetizado como un analogo del triclabendazol y ha sido incluido en el presente

reporte de actividad citotoxica debido a que se desea analizar si el grupo
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2,3-diclorofenilo de éste compuesto podria comportarse como un bioisostero del
naftilo del derivado LCG1.9293

Los derivados LCG1l y LCG5 (Figura 7.1) resultaron ser los derivados
bencimidazélicos mas activos de la serie LCG tanto en la linea celular SK-LU-1
como en SW620.

El compuesto LCG1 es el derivado mas interesante de la serie porque su actividad
citotoxica sobre las lineas antes mencionadas resultd ser seis veces superior a la
de la de las referencias farmacol6gicas empleadas. Debido a su notoria actividad
citotoxica, el derivado LCG1 se selecciond para analizar si realmente la serie de
derivados LCG produce alguna alteracibn en la dindmica normal de los

microtubulos.

Por su parte el compuesto LCG5 es el segundo derivado mas activo, éste
presenta actividad citotoxica comparable a la de las referencias farmacologicas,
con una Clso de 0.63 en la linea celular SK-LU-1 y de 0.77 en SW620 puM. A
diferencia del derivado anterior, este compuesto presenta una sustitucion
halogenada en la posicidén 4’ del sustituyente naftilo, misma que ejerce un efecto

electroatractor sobre el anillo.

Nuacleo Ar
LCG1
,?\r 4 5 4
33
NH
7 2
e 8

7 H 0]
1 \

Figura 7.1. Detalles estructurales de los derivados LCG1 y LCG5.

En conjunto, las observaciones anteriores resultan relevantes debido a que resulta
claro que la inclusion del naftilo favorece la actividad citotoxica de la serie LCG.
Esta informacion concuerda con la que ya ha sido proporcionada por estudios

previos, donde se ha demostrado que la adicién de este sustituyente aroméatico en
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la posicion 5 del anillo bencimidazolico es un ejemplo de modificacion exitosa que

conduce a la actividad citotdxica.2®

En cuanto a la sustitucion de tipo quinolina se observa que la actividad citotoxica
de los derivados LCG2, LCG3, LCG4 y LCG6 no fue superior a la de las
referencias farmacologicas en las lineas celulares SK-LU-1 y SW620. En
particular, el derivado LCG6 con metoxilo en la posicion 7’ del nucleo de quinolina,
es el derivado con menor actividad citotoxica de la serie, dicha condicion se
cumple en las tres lineas celulares estudiadas siendo particularmente notoria en la

linea celular SW620 con un valor de 19.6 uM (Figura 7.2).

Nuacleo Ar

Figura 7.2. Detalles estructurales de los derivados LCG2, LCG3, LCG4 y LCG6.

La razon por la se incluyé el nacleo de quinolina como sustituyente aroméatico esta
fundamentada en reportes que han detallado que otro tipo de compuestos con
buen potencial citotéxico y evaluados como inhibidores de la tubulina, contienen a
este anillo heterociclico en su estructura.®*% Sin embargo, en el caso de los
derivados bencimidazolicos de la serie LCG, la actividad citotoxica de los
compuestos con esta sustitucion aromatica no resulté tan llamativa en contraste

con aquellos que estan sustituidos con naftilo.

Los resultados de la actividad citotoxica de la serie LCG han permitido dejar en
evidencia la necesidad de estudiar con mayor detalle el efecto que ejercen las
sustituciones en la posicion 5 del nucleo 1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo.
Dicho lo anterior, valdria la pena realizar la construccion de una biblioteca de

datos de actividad con compuestos que exploren diversas modificaciones en la
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posicion antes referida, de modo tal que se permita dirigir el disefio de un analisis
cuantitativo de la relacion estructura actividad (QSAR) de los CBZ. Entre otras
aportaciones, estos estudios permitirian apoyar la optimizacion de la actividad
citotoxica en nuevos derivados bencimidazolicos asi como dilucidar qué tipo de
sustituciones heterociclicas son determinantes para favorecerla, o bien, brindarian
informacion precisa acerca de las propiedades fisicoquimicas que se requieren
para potenciar la actividad de estos compuestos.

Por otro lado, aunque los derivados de la serie LCG fueron sintetizados
considerando los resultados aportados por las predicciones del disefio in silico,
este sistema predictivo presenta marcadas excepciones con relacion a la actividad

citotoxica observada, mismas que seran sefialadas a continuacion.

Los resultados del acoplamiento molecular entre la serie LCG y las isoformas Bl y
Blll se presentaron con anterioridad en la Tabla 2.6. En dicha tabla se destac6 que
la afinidad de la serie de derivados bencimidazolicos LCG seria mayor a la de las
referencias farmacoldgicas empleadas en las dianas referidas. Cabe destacar que
el derivado LCG1 realmente es el Unico derivado de la serie LCG que podria
cumplir tal prediccion al presentar la mayor actividad citotoxica entre los CBZ

analizados.

Es importante sefalar que acoplamiento molecular de la serie LCG se realiz6
directamente sobre las isoformas de la  tubulina antes referidas en un modelo de
prediccidn in silico. A diferencia de estos estudios, la actividad citotoxica de la
serie LCG podria no depender exclusivamente de la afinidad de dichos

compuestos sobre las dianas biolégicas propuestas.

Considerando la Clso del derivado LCG5 es posible afirmar que este compuesto no
cumple con la prediccion del acoplamiento molecular porque su actividad
citotoxica fue semejante a la de las referencias ABZ, FBZ y MBZ. El criterio
anterior ademas incluye a los derivados LCG2, LCG3 y LCG4, cuya actividad

citotdxica es al menos dos veces menor a la de las referencias mencionadas.
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El caso del compuesto LCG6 resulta interesante porque en el estudio
computacional correspondiente se propuso que su particular sustitucion de tipo
metoxiquinolina favoreceria la estabilizacion del complejo proteina-ligando a través
de un puente de hidrégeno con los aminoacidos en el sitio de unién. Sin embargo,
al ser precisamente el derivado con la mayor Clso e inestabilidad en solucion, se
revela que la actividad citotoxica de la serie LCG depende no solo de las
interacciones intermoleculares que pueden ser predichas a través de modelos

in silico, sino también de factores asociados con su biodisponibilidad.

En cuanto al derivado PBS90 que tiene un valor de Clso aproximado de 1.28 uM,
tanto en la linea celular SK-LU-1 como en la linea celular SW620, es posible
apreciar que dicha actividad es 16 veces menor a la del derivado LCG1. Con lo
anterior, se sugiere que las sustituciones 2,3-diclorofenilo del PBS90 no se
comportan como bioisésteros de citotoxicidad en contraste con el naftilo del
derivado LCG1, debido a que la actividad citotoxica entre estos compuestos no

resulté ser equivalente.

Aun con las observaciones anteriores se desea destacar el éxito de la seleccion
de los anillos heterociclicos de naftilo y quinolina como sustituyentes aromaticos
de la serie LCG porque el analisis de la actividad citotdxica de estos compuestos
detalla que la serie presenta buena actividad frente a las lineas celulares de

cancer de pulmoén y colon.

Finalmente es importante sefalar que los resultados derivados del modelo in silico
permitieron obtener una aceptable prediccion de la actividad bioldgica in vitro de la
serie LCG y acertd en la direccion de producir compuestos con actividad
citotoxica, aunque es necesario tomar en cuenta que las observaciones derivadas
a partir de estos estudios, necesariamente, deben ser confirmadas

experimentalmente. 697
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7.2 Cambios morfoldgicos de las lineas celulares SK-LU-1y SW620

En los cultivos celulares los cambios en la forma o estructura de una célula
pueden ser ocasionados por condiciones intra o extracelulares. Durante las
condiciones normales de crecimiento celular se produce un cambio en la
morfologia debido a la motilidad de las células y a las variaciones del ciclo

celular.%8

Algunos de los cambios morfolégicos mas evidentes que atraviesa una célula, y en
particular las células epiteliales, ocurren durante la mitosis. En este proceso,
durante la interfase la morfologia de las células es elongada, extendida y regular;
mientras que en la fase M dicha morfologia cambia hacia una forma circular y de
menor area porque las células se redondean durante su division celular. Por lo
tanto un cultivo celular normalmente expresa cantidades basales de estos cambios
morfologicos, pero se ha observado que bajo la influencia de tratamientos
farmacoldgicos que intervienen en la mitosis, la frecuencia con la que dichos

cambios se producen se incrementa.%-100

Con la finalidad de determinar si la serie LCG afecta la morfologia celular de las
lineas celulares SK-LU-1 y SW620, en este apartado se describiran las
observaciones de microscopia Optica que se obtuvieron durante la evaluacion de
actividad citotoxica de esta serie de compuestos. En las imagenes
correspondientes se realizara la descripcion del efecto observado considerando al
DMSO como control experimental sin tratamiento y al mebendazol como control

positivo del efecto.

La columna correspondiente al control del vehiculo permite visualizar la morfologia
epitelial caracteristica de la linea celular SK-LU-1 y cdmo ésta se mantiene a lo

largo del desarrollo experimental. (Figura 7.3)
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DMSO MBZ LCG1

24h

48 h

72 h

Figura 7.3. El derivado LCG1 administrado a su Clso respectiva (0.08 puM), al igual que el
mebendazol (0.5 puM), induce cambios morfolégicos en la linea celular SK-LU-1 previos a la muerte
celular. En orden descendente, los paneles corresponden a las células sin tratamiento; cultivo en
presencia de los CBZ a las 24 h, 48 h y 72 h. Barra de escala: 100 uM

En la columna de fotografias que corresponden al tratamiento con el derivado
LCG1 es posible observar que este compuesto, al igual que la referencia
farmacoldgica, incrementa notoriamente la frecuencia con la que las células
SK-LU-1 sufren una alteracién en su morfologia epitelial caracteristica y cambian
hacia una morfologia esférica de menor tamafio a partir de las 24 h de exposicion.
Ademas, las imagenes obtenidas, permiten observar la pérdida de la viabilidad
celular desde las 48 h de tratamiento misma que resulta particularmente evidente
a72h.

En el caso de la linea celular SW620, las observaciones que resultaron del
seguimiento de la actividad citotoxica del derivado LCG1l se sefialan en la




Figura 7.4. En este panel de resultados se aprecian efectos muy similares a lo
observado en la linea celular SK-LU-1 donde el mebendazol y el derivado LCG1,
al administrarse en su Clso respectiva, inducen cambios morfolégicos que ocurren

de manera previa a la muerte celular del cultivo.

48 h

72 h

Figura 7.4. El derivado LCG1 administrado a su Clso respectiva (0.08 puM), al igual que el
mebendazol (0.5 pM), induce cambios morfolégicos en la linea celular SW620 previos a la muerte
celular. En orden descendente, los paneles corresponden a las células sin tratamiento; cultivo en
presencia de los CBZ a las 24 h, 48 h y 72 h. Barra de escala: 100 uM

A partir de las 24 h de tratamiento con el derivado LCG1 se observa el notorio
incremento de la frecuencia con la que las células SW620 sufren una alteracion en
su morfologia epitelial y cambian hacia una morfologia esférica de menor tamafio.
A las 48 h es posible apreciar que las células esféricas sufren un aumento de
tamafio y posteriormente, a las 72 h, es posible apreciar que las células no fueron
capaces de recuperar su morfologia tipica y su viabilidad esta notoriamente
reducida.




Es importante sefialar que las observaciones realizadas en este apartado son
congruentes con reportes previos de actividad que detallan la alteracion en la
dinamica de los microtubulos mediada por los agentes de unién de la tubulina. En
dichos reportes se destaca que las alteraciones a la dinamica de los microtubulos

desencadenan irreversiblemente la muerte celular del cultivo.99:100

Con lo anterior se sugiere que los cambios morfologicos inducidos por el derivado
LCG1 son resultado de la capacidad de este compuesto de interferir con la
dindmica de los microtubulos, sin embargo, es necesario realizar ensayos
adicionales con el fin de determinar cuél es el mecanismo mocelular por el que

este compuesto produce la muerte celular en las lineas tumorales analizadas.

7.3 Actividad citotoxica de la serie LCG en células mononucleares de
sangre periférica

De acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios computacionales, los
derivados de la serie LCG destacan entre otros compuestos reportados con
afinidad a la B-tubulina debido a que presentan una gran afinidad hacia las
isoformas Bl y BllI, pero no por la isoforma BVI.5! Concretamente se ha observado
que la isoforma BVI normalmente se expresa en meédula 6sea y células
sanguineas, y ademas, no existen reportes de tejidos afectados con cancer que la
sobreexpresen.*® Lo anterior posiciona a estos compuestos como objeto de
estudio interesante porque dichas caracteristicas de afinidad pueden brindarles la

capacidad de reducir los riesgos de toxicidad hematol6gica.”®"®

Para confirmar si la serie de derivados LCG realmente presenta baja afinidad por
la isoforma BVI, se realizé la evaluacién de la toxicidad en células mononucleares
de sangre periférica en cultivos primarios, empleando como control de toxicidad
positivo al cisplatino. La determinacion de la viabilidad celular se realiz6 con el
método de MTT durante periodos de evaluacion de 72 h, y al igual que en los
cultivos celulares de cancer, durante la realizacion de este ensayo se realiz6 la

observacién microscoépica de la morfologia del cultivo primario (Figura 7.5).

41

——
| —



En la metodologia antes referida, la reduccion del MTT es un evento que ocurre
exclusivamente en células metabdlicamente activas y viables. Este criterio se
emple6 como una evaluacion indirecta de la toxicidad del derivado LCG1 en el

cultivo primario de células mononucleares de sangre periférica.

PBS Cisplatino (12.5 uM) LCG1 (10 uM)

Figura 7.5. Actividad metabdlica del cultivo primario de leucocitos. El derivado LCG1 no reduce
apreciablemente la actividad metabdlica de células mononucleares de sangre periférica a una
concentracién de 10 uM y 72 h. Barra de escala: 50 uM

24 h

48 h

72 h

Las observaciones anteriores corresponden al seguimiento de la toxicidad del

derivado LCGL1 y el cisplatino durante las 72 h de tratamiento.

En la columna correspondiente al control de vehiculo es posible observar la
morfologia tipica las células mononucleares viables asi como una actividad
metabdlica apreciable. Por su parte, en la columna de fotografias que
corresponden al tratamiento con el derivado LCG1 a 10 puM, es posible apreciar

que dicho compuesto aparentemente no afecta la actividad metabdlica de las




células; mientras que, en presencia de cisplatino a una concentracion de 12.5 uM

la produccién de cristales de formazan se reduce considerablemente.

Los resultados obtenidos, sugieren que el derivado LCG1 no presenta actividad
citotoxica apreciable en contra las células mononucleares de sangre periférica,
puesto que su administracion parece no interferir la actividad metabdlica de dicho
cultivo. Estos resultados podrian sustentar la idea de que el derivado LCG1 no

afecta significativamente la viabilidad de células sanas.

En la Tabla 7.3 se reportan los resultados preliminares obtenidos en la
determinacion de la densidad 6ptica del formazan a las 72 h de tratamiento.

Tabla 7.3. Resultados preliminares de la toxicidad en células mononucleares de sangre periférica
del derivado LCG1 a 72 h. Se sefiala el porcentaje de viabilidad celular con una n=2 para cada

tratamiento.

LCG1 Viabilidad celular Cisplatino Viabilidad celular

(uM) (%) (UM) (%)
10 91x29 100 9+6.1
7.5 97 £7.9 50 6+9.3
5 107 +28.9 25 18 +9.1
2.5 93+7.2 12.5 73 +27.1
1.25 103 £ 27.1 6.25 791324
0.625 92+9.9 3.125 77+252
0 100 0 100

Aunque los resultados presentados en la tabla anterior son preliminares, su
importancia radica en el hecho de que apoyan las observaciones microscopicas
que sugieren que el derivado LCG1 no produce disminucién significativa de la

actividad metabdlica de las células mononucleares.

Con los resultados obtenidos hasta el momento se sugiere que el derivado LCG1
no afecta significativamente la viabilidad de células sanas, en contraste con su
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actividad frente a lineas celulares de cancer, lo cual es un indicio preliminar de su

selectividad.

Dicho lo anterior, se desea enfatizar que es necesario confirmar definitivamente la

ausencia de citotoxicidad del derivado LCG1 en células mononucleares sanas.

Es importante destacar que los resultados de la tabla 7.3 son de caracter
estrictamente preliminar y presentan problemas de reproducibilidad debido al
método seleccionado para cuantificar la densidad Optica del producto de reduccion
del MTT, principalmente por las dificultades que a continuacion se describen.

Las células mononucleares corresponden a un cultivo primario de células no
adherentes, a diferencia de las lineas celulares derivadas de tumores, esto
conduce a que los cristales de formazan producidos en el interior de las células
mononucleares permanezcan suspendidos y se pierdan al momento de descartar

el medio de cultivo sobrenadante para realizar la lectura espectrofotométrica.

Estos problemas asociados con el método deben ser tomados en cuenta para el
disefio y realizacion de futuras evaluaciones, debido a esto que se considera que
una alternativa valida para evitar tales dificultades seria el uso de la sal de XTT.
Este compuesto comparte el fundamento metodolégico de reduccién metabdlica
con el MTT, pero la sal de XTT cuenta con la propiedad de que su producto de
reduccion es soluble en el medio de cultivo empleado, a diferencia del formazan.
La solubilidad de dicho producto permitiria realizar la determinacion de la densidad
Optica de manera directa sin la necesidad de hacer una manipulacién adicional al

cultivo celular empleado.

Finalmente el uso de la sal de XTT permitiria confirmar la ausencia de
citotoxicidad del derivado LCG1 sobre las células mononucleares sanas en futuras

evaluaciones.
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7.4 Ensayo de inmunofluorescencia directa

La inmunofluorescencia es una técnica que utiliza anticuerpos que contienen un

marcador fluorescente para realizar la deteccién de un blanco especifico.0!

En el presente proyecto de tesis se realizO un ensayo de inmunofluorescencia
directa dirigido contra la B-tubulina de la linea celular SK-LU-1 con el propdsito de
analizar si el derivado LCG1 es capaz de alterar la organizacion normal de dicha
proteina. Los resultados obtenidos haciendo uso de esta técnica se resumen en el
panel de la Figura 7.6 y su andlisis esta descrito a continuacion.

DMSO

NZ (0.08 uM) LCG1 (0.08 uM)

DNA / DAPI B-tubulina / FITC

DAPI + FITC

Figura 7.6. Al igual que la referencia farmacoldgica, el derivado LCG1 induce cambios en la
distribucion celular de la B-tubulina de las células SK-LU-1 y lidera la formacion de células

multinucleadas a las 48 h de ser evaluado en su Clso correspondiente.

Los compuestos que son capaces de interferir con la dinAmica del huso mitético
son capaces de ocasionar el arresto cronico de la mitosis, el cual puede culminar

en la muerte celular.%®
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Sin embargo, las células detenidas pueden tomar una ruta alternativa conocida
como escape mitotico o mitotic slippage y evitar asi la muerte celular mitética. En
este mecanismo de escape las células salen prematuramente de la mitosis sin
llevar a cabo una adecuada segregacion cromosomica, de modo tal que llevan a
cabo nuevos ciclos de replicacion de ADN sin citocinesis, o que conduce a

tetraploidia y células multinucleadas.%?:100.192

En la Figura 7.6, las celdas que conforman la columna correspondiente al control
del vehiculo (DMSO) muestran la morfologia epitelial tipica de la linea celular SK-
LU-1 asi como la distribucion normal de su contenido de ADN y B-tubulina. En esta
columna, la fotografia que captura la sefial correspondiente a FITC muestra que la
tubulina de la células no tratadas se encuentra homogéneamente localizada en el
citoplasma o en polos opuestos durante las fases finales de la mitosis; por otro
lado, con la fotografia de la sefial correspondiente a DAPI se aprecia que los
cromosomas se distribuyen con normalidad hacia polos celulares opuestos en la

telofase.

Las observaciones més sobresalientes de este ensayo resultan de las fotografias
correspondientes a la exposicion de las células con los carbamatos

bencimidazélicos.

En la columna correspondiente al tratamiento con el derivado LCG1 se observa
gue este compuesto es capaz de liderar la formacion de células multinucleadas,
las cuales presentan irregularidades en la distribucién del huso cromatico y son
tetraploides. En esta columna de tratamiento, es posible observar que las células
presentan acumulacion inusual del huso mitético en su interior y son de gran
tamafo; por otra parte, gracias a la sefial de DAPI es posible observar que
ademas estas células contienen varios nucleos de ADN gue no fueron segregados
uniformemente en células individuales. Finalmente, en la dltima fotografia de la
columna correspondiente al tratamiento con el derivado LCG1, se observa la

aparicion de micronucleos de ADN.
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En la columna correspondiente al tratamiento con nocodazol también se observan
irregularidades en cuanto a la distribucion de la B-tubulina y el ADN de las células
SK-LU-1.

Es importante enfatizar que los resultados obtenidos en esta seccion son
congruentes con las observaciones de reportes previos donde se sefala que,
tanto los agentes de union a la tubulina como el nocodazol, son capaces de inducir
el escape mitético en algunas lineas celulares. En este mecanismo de escape las
células tratadas con dichos compuestos salen prematuramente de la mitosis, sin
llevar a cabo una adecuada segregacion cromosOmica, lo que conduce a

tetraploidia y formacién de multintcleos.103:104

Con base en lo anterior se sugiere que las células tratadas con los derivados
bencimidazolicos sufren alteraciones morfologicas debido a que estos compuestos
podrian estar liderando la formacion de células multinucleadas tetraploides a
través del escape mitotico de las células SK-LU-1. Sin embargo, con los
resultados obtenidos hasta el momento, no es posible distinguir si los derivados

bencimidazoélicos ocasionan un mecanismo de muerte celular en particular.

Por otro lado, en el caso particular del tratamiento con el derivado LCG1; se
propone que los micronucleos de ADN que se observaron en la fotografia que
contiene la sefial combinada de FITC y DAPI, se producen gracias a que las
células que se someten al deslizamiento mitdtico contienen cromosomas
retardados que generan pequefios fragmentos de ADN debido al impedimento de

la segregacion cromosémica normal.1%°

Finalmente, con los resultados de esta seccién, es posible afirmar que el derivado
LCG1 produce alteraciones en la distribucion normal del ADN vy la B-tubulina que

lideran la formaciéon de células multinucleadas en las células SK-LU-1.
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7.5 Polimerizacién in vitro de la tubulina

Los farmacos que acttuan sobre los microtubulos se pueden dividir en dos grupos
segun su mecanismo de accion, ya sea como agentes desestabilizadores o como

agentes estabilizadores de los microtibulos.?7-32

Para realizar la identificacion del efecto de los farmacos que tienen como diana
celular a la tubulina es posible valerse de procedimientos espectrofotométricos.®
El ensayo de polimerizaciéon de tubulina (Cytoskeleton®, #BKO06P) se basa en una
adaptacion del método original de Shelanski et al. y Lee et al. quienes
demostraron que la densidad Optica producida por la polimerizacion de los
microtibulos es directamente proporcional a su concentracion.® En condiciones
normales, la estabilidad del equilibrio de polimerizaciébn de los microtdbulos es
dependiente de la temperatura, es decir, si los microtubulos se mantienen a 4 °C
se despolimerizan produciendo la exclusion de dimeros estables de a/B-tubulina,
quienes pueden repolimerizarse a 37 °C en presencia de GTP. A 37 °C se obtiene
una curva que representa las tres fases de polimerizacion de los microtubulos:

nucleacion, crecimiento y equilibrio en estado estacionario.%’

A continuacion, se sefialan los pardmetros que describen las curvas cinéticas de
polimerizacion que fueron obtenidas con ayuda del ensayo (Cytoskeletone,

#BKOO06P) asi como su analisis correspondiente.

En este ensayo es posible describir el efecto de los agentes que interfieren la
dindmica de polimerizacion a través de la observacién de anomalias en alguna de
las fases, o bien, mediante la evaluacion de la cantidad de la estructura
polimerizada, misma que se determina a través de la Vmax resultante en la fase de
equilibrio. De este modo, este ensayo permite la identificacion de nuevos

compuestos que son potencialmente Utiles contra el cancer.33.108
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Figura 7.7. Efectos en la cinética de polimerizacién de la tubulina. El derivado LCG1 a 10 uM
produce un discreto retardo de la fase de crecimiento en la cinética de polimerizacion de la tubulina
(83 mg/mL) a 340 nm y 37 °C.

En la curva cinética correspondiente al control normal de polimerizacion, la fase
de nucleacién puede observarse en los primeros 5 min del ensayo, a partir de este
tiempo y hasta los 20 min de ensayo se lleva a cabo la fase de crecimiento;
finalmente, la fase del equilibrio estacionario se observa a partir de los 25 min.
(Figura 7.7).

A la concentracion final de 10 uM, el paclitaxel; que se incluyé en estos ensayos
como un control positivo del efecto, inhibe la dinamica de polimerizacion de los
microtubulos porque estabiliza la fase de crecimiento de la estructura
polimerizada. En la Figura 7.7 este efecto se manifiesta con la eliminacion de la
fase de nucleacion y el mejoramiento de la Vmax en la fase de crecimiento. Lo
anterior concuerda con los reportes de actividad disponibles para este

compuesto.5+108

El nocodazol, que se incluyé como control negativo del efecto, inhibe la
polimerizacion de los microtubulos a una concentracion de 10 uM porque interfiere

en su fase de crecimiento. En la figura 7.7 se observa que la Vmax de este farmaco
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es al menos 1.8 veces menor a la del control, confirmando asi su actividad

inhibidora.25:108,109

En el caso del derivado LCGL1 es posible observar un retardo discreto en la fase
de crecimiento, lo que sugiere que este derivado podria interferir en los procesos
asociados al ensamblaje de los microtubulos.

Es importante sefalar que se requiere realizar mas determinaciones para
confirmar definitivamente si el derivado LCG1 inhibe la polimerizacion de los
microtUbulos. En este ensayo, la pobre solubilidad acuosa de los derivados
bencimidazolicos podria impactar considerablemente su actividad debido a las
condiciones en las que se realiza, porque se requiere que los compuestos de
interés se disuelvan a una concentracion 10 veces superior a la requerida en la

lectura espectrofotométrica.

Debido a las condiciones anteriormente descritas, la actividad del derivado LCG1
podria no haberse puesto en evidencia dada su pobre solubilidad, en contraste
con este compuesto, la actividad de los controles implementados resultd

congruente con lo reportado en la literatura.1%®

Los resultados obtenidos plantean la necesidad de realizar nuevas
determinaciones que permitan confirmar definitivamente la capacidad del derivado
LCG1 de inhibir a los microtubulos, de modo tal que dichos ensayos deberan
considerar la escasa solubilidad de los derivados bencimidazoélicos en sistemas

acuosos.
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8. CONCLUSIONES

Respecto a la actividad citotoxica de los CBZ:

Los derivados de la serie LCG presentaron actividad citotoxica contra las lineas
celulares SK-LU-1y SW620.

El derivado LCG1 resultd ser el compuesto mas citotoxico de la serie y su

actividad resulto ser mayor a la de los farmacos de referencia.

De manera preliminar, el compuesto LCG1 no presentd toxicidad apreciable en
contra de células mononucleares sanas, lo cual sugiere que este derivado podria

presentar selectividad por células cancerigenas.

En cuanto a los cambios de morfologia inducidos por los CBZ:

El derivado LCG1 produjo cambios en la morfologia de las células SK-LU-1 y
SW620 previos a la muerte celular del cultivo.

A su vez, el derivado LCGL, indujo alteraciones en la distribucién normal del ADN
y la B-tubulina que lideran la formacién de células multinucleadas en las células
SK-LU-1.

Respecto al efecto sobre la polimerizacion in vitro de la tubulina:

El derivado LCG1 a 10 uM produjo un discreto retardo la fase de crecimiento en la
cinética de polimerizacién de la tubulina, con lo anterior se sugiere que dicho
derivado podria interferir los procesos asociados al ensamblaje de los
microtubulos, no obstante, cabe sefalar que se requiere realizar nuevas

determinaciones para confirmar definitivamente esta propiedad.
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9. PERSPECTIVAS

Los resultados presentados hasta el momento permiten confirmar la capacidad

citotoxica de los derivados bencimidazolicos de la serie LCG frente algunas lineas

celulares de cancer asi como las alteraciones que desencadenan en la distribucion

del ADN y la B-tubulina en la linea celular SK-LU-1; no obstante, hasta el momento

se desconoce el mecanismo molecular de muerte celular que estos compuestos

ocasionan. Por tales motivos, se plantean las siguientes perspectivas que pueden

apoyar el disefio y realizacion de futuras evaluaciones:

Estudiar con mayor detalle el efecto que ejercen las sustituciones en la
posicion 5 del nucleo 1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo con el fin de
apoyar la optimizacién de la actividad citotoxica en nuevos derivados
bencimidazolicos.

Caracterizar la Clso de los derivados bencimidazélicos de la serie LCG en
ensayos de citotoxicidad sobre células mononucleares de sangre periférica
con la técnica de XTT.

Determinar el mecanismo molecular de muerte celular que desencadena la
serie de derivados bencimidazolicos LCG. Se propone estudiar el
mecanismo mediante ensayos que permitan estudiar vias de activacion de
caspasas, o bien, mediante ensayo de TUNEL.

Comprobar si los derivados bencimidazoélicos de la serie LCG producen
arresto del ciclo celular en ensayos de citometria de flujo con células

tefiidas con yoduro de propidio.
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ANEXO I. CARTEL PRESENTADO EN LA XVIIIl REUNION INTERNACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS

Parte del presente proyecto de tesis se presentd por el sustentante bajo la
modalidad de cartel como parte de la celebracién de la XVIII Reunion Internacional
de Ciencias Médicas, misma que se celebro en la ciudad de Ledn, Guanajuato, del
17 al 20 de abril del afio 2018.
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Introduccion

Los microtibulos estan formados por la agregacion lateral de
protofilamentos, cada uno de los cuales se componen
dimeros estables de a y B tubulina. Los compuestos que
tienen como diana a los microtubulos ocasionan alteraciones
en procesos que son fund ales para la estabilidad y
supervivencia celular, tal es la razén por la que resultan un
blanco muy atractivo en la terapéutica contra el cancer.>?

Los farmacos albendazol, fenbendazol y mebendazol son
derivados de bencimidazol que han demostrado buen
potencial para inhibir la proliferacién de diferentes lineas
tumorales, por este motivo han sido seleccionados como
compuestos de referencia del presente proyecto.>*

Con base en lo anterior, el grupo de investigacion del Dr.
Castillo-Bocanegra, realizo la sintesis de seis derivados del 1H-
bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo, cuyas caracteristicas
estructurales podrian favorecer su unién con la B-tubulina,
alterando asi la dindamica de los microtibulos y con esto
aumentar la muerte de las células tumorales.®

Objetivo

Determinar la citotoxicidad en lineas celulares tumorales de la
serie de derivados bencimidazélicos LCG (Tabla 1).

Tabla 1. Estructura de la serie LCG
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Metodologia

La determinacion de la viabilidad celular se realizé con el
método de MTT en lineas celulares SK-LU-1 de cancer de
pulmén, SW620 de colon, y MCF-7 de cdncer de mama. Se
sembraron 4,000 células por pozo en placas de 96 pozos
empleando medio DMEM enriquecido con SFB al 10%. Estas
células fueron incubadas en presencia de los bencimidazoles
LCG y las referencias mencionadas durante 72 h a
concentraciones de 0.01 - 10 pM y se mantuvieron en contacto
con las células a 37 °Cy una atmdsfera de CO, al 5%.

Resultados y discusion

Tabla 2. Citotoxicidad de la serie LCG en lineas celulares tumorales

Clso (1M)

Compuesto SK-LU-1 SW620 MCF7
LCG1 0.076+0.005 0.082+0.006 >10
LCG2 1.5+0.05 1.7:0.11 >10
LCG3 1.5+0.10 1.3+0.06 >10
LcGa 2.1+0.10 3.9+0.09 >10
LCGS 0.6£0.001 0.8+0.02 >10
LCG6 7.9+0.26 19.6+ 0.87 >10

Albendazol 0.5+0.03 0.5£0.03 >10

Fenbendazol 0.5£0.04 0.6$0.02 >10

Mebendazol 0.5+0.04 0.6+0.05 >10

Los derivados LCG1 y LCG5 resultaron ser los compuestos mas
activos de la serie LCG tanto en la linea celular SK-LU-1 como en
SW620. Dado que comparten la sustitucién aromdtica del tipo
naftilo, se observa que la inclusién este sustituyente parece
favorecer la actividad citotdxica de la serie LCG.

La actividad citotéxica del derivado LCG1 sobre las lineas antes
mencionadas resultd ser seis veces superior a la de la de las
referencias farmacoldgicas empleadas, sin embargo ningin
compuesto de la serie LCG tuvo actividad contra la la linea
celular MCF7.

Conclusiones

¢ Los derivados de la serie LCG presentaron actividad
citotdxica contra las lineas celulares SK-LU-1 y SW620.

¢ El derivado LCG1 resulté ser el compuesto mas citotoxico
de la serie y su actividad es mayor a la de los farmacos de
referencia, convirtiéndose asi en un compuesto hit para el
disefio de nuevos agentes quimioterapéuticos y para ser
evaluado en estudios preclinicos.
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ANEXO II. ESTRUCTURA DE LOS DERIVADOS BENCIMIDAZOLICOS
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ANEXO Ill. CULTIVO CELULAR

Preparacion de soluciones Amortiguadoras: PBS 1X, PBS-EDTA 1X

1. Se disolvié la cantidad de cada compuesto indicada a continuacion en
800 mL de agua desionizada y se realizé el ajuste del pH de la solucion

resultante a 7.4.

Soluciéon PBS 1X
Compuesto Cantidad Concentracion
NaCl 809 136.9 mM
KH2PO4 0.24 ¢ 1.76 mM
NazHPO4 1449 10.14 mM
KCI 0.2g 2.68 mM
H20 desionizada 1000 mL

Solucién PBS-EDTA 1X
Compuesto Cantidad Concentracion
NaCl 809 136.9 mM
KH2PO4 0.24¢ 1.8 mM
NazHPO4 144¢g 10.1 mM
KClI 02g 2.7 mM
EDTA 0.372 ¢ 1.0 mM
H20 desionizada 1000 mL
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2. Después de ajustar el pH de esta solucion se llevo a la marca del aforo de
1 L con agua desionizada y posteriormente se esteriliz6 empleando un
sistema de filtracion equipado con una membrana cuyo diametro de poro es

de 0.22 um.
3. Una vez filtradas las soluciones se almacenaron en un recipiente estéril y

se mantuvieron a temperatura ambiente.

Preparacion del Medio de Cultivo

1. Se disolvié la cantidad de sales indicadas a continuaciéon en 700 mL de

agua desionizada estéril.

Sistema amortiguador
Compuesto Cantidad Concentracion
HEPES 224 9.23 mM
NaHCOs 3.79 44.04 mM
H20 desionizada 700 mL
estéril

2. El contenido de un sobre con medio de cultivo en polvo DMEM, bajo en
glucosa (GIBCO-Invitrogen®) se disolvié en el agua desionizada y estéril,
gue contiene el sistema amortiguador indicado con anterioridad. El
contenido del sobre se enjuag6 con 50 mL adicionales de agua desionizada
y estéril para evitar pérdidas y garantizar la concentracion de nutrientes

requerida.
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3. Al medio de cultivo disuelto en el sistema amortiguador se le afiadieron las
siguientes soluciones comerciales (GIBCO-Invitrogen®). Este paso debe

realizarse estrictamente en la campana de flujo laminar.

Solucién comercial Volumen
Aminoacidos no esenciales (100X) 10 mL
Piruvato de sodio (100 mM) 10 mL
Mezcla de antibi6tico y antimicotico (100X) 10 mL

4. La solucion resultante se agitd con una barra magnética y se adicionaron
120 mL de agua desionizada y estéril. En este punto el volumen de la
solucién es de 900 mL.

5. El medio de cultivo obtenido se esterilizé6 empleando un sistema de filtracién
equipado con una membrana cuyo didmetro de poro es de 0.22 ym como
se sefiala en el esquema de la Figura .

Esterilizacion por filtracion

Ingreso de medio No-ésteril

(@)

Embudo

> Membrana de filtracién

Plataforma de vidrio
Base
Anillo de hule

MEDIO ESTERIL
Tamafo del poro: 0,2 pum — 0,4 um

Figura I. Representacion esquematica del sistema de esterilizacion por filtracion. (a) Componentes

del sistema, (b) Procedimiento de esterilizacion por filtracion.10
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6.

Finalmente se adicion6 suero fetal bovino (SFB) hasta llegar a una
concentracion final del 10 %, a este suero previamente se le inactivo el
complemento manteniéndolo a una temperatura de 56 °C durante 1 h. Cada
vez que se realizé la adicion de SFB se tomé una alicuota de 4 mL del
medio de cultivo resultante y se coloc6 en una caja Petri con el fin de

comprobar la esterilidad del medio.

TECNICAS EXPERIMENTALES: CULTIVO CELULAR

Los procedimientos enlistados a continuacién se realizaron en campana de flujo

laminar y con material estéril.

Descongelamiento de células

1.

Los viales de congelamiento se almacenaron a -70 °C con ayuda de un
equipo ultracongelador.

Se tomo el vial de interés y se descongel6 lentamente a 25 °C.

Una vez descongelado y homogeneizado, el vial se centrifugé a 800 rpm
durante 5 min para descartar el agente crioprotector en el que las células se
hayan embebidas.

El boton celular se resuspendié con 1 mL de medio completo y se transfirié
a una placa Petri

Se afiadieron 2 mL adicionales de medio completo y las células se

mantuvieron en incubacion a 37 °C con una atmoésfera de CO2 del 5 %.

Lavado y desprendimiento de cultivos adherentes

1.

Por decantacion o con una micropipeta se retird el medio de cultivo
remanente en las cajas Petri, mismo que se desechd en un recipiente para
residuos que contenia hipoclorito de sodio al 35 %.

Se realizaron lavados con 2 mL de solucion estéril de PBS.
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3. Por decantacion o usando una micropipeta se retiré el PBS adicionado en el
paso anterior con el fin de adicionar 2 mL de solucion estéril de
PBS-EDTA.

4. Las células en contacto con la solucion de PBS-EDTA se incubaron a
37 °C durante 5 min.

5. Al término del periodo de incubacion se retir6 el PBS-EDTA remanente,
este paso se realizé exclusivamente con ayuda de la micropipeta de 1mL.

6. Se adicionaron 2 mL de medio de cultivo estéril y el desprendimiento de las
células se realiz6 mecanicamente con ayuda de una micropipeta. Fue
importante asegurarse de que no quedasen células adheridas en la placa.

7. Con la alicuota resultante fue posible realizar la propagacién del cultivo,

hacer un pase a otra caja, o bien, mantener la confluencia celular deseada.
Congelamiento de células

1. Se desprendi6 con solucibn de PBS-EDTA la cantidad de células
contenidas en una caja Petri de 10 cm de diametro, la confluencia minima
necesaria para la realizacion de este procedimiento fue del 75 %.

2. Se produjo una suspension celular de 5 mL con una concentracion
aproximada de 1x10° celulas/mL, la cual se transfiri6 a tubos cénicos para
su centrifugacién a 800 rpm y 5 min.

3. El boton celular obtenido se resuspendid6 con 5 mL de medio de
congelamiento, el cual estuvo conformado por medio completo adicionado
con el 5 % de DMSO como agente crioprotector.

4. Se transfirieron los 5 mL de la suspension celular obtenida en el paso
anterior a 5 viales de congelamiento, el volumen final de cada vial fue de 1
mL.

5. En cada vial de congelamiento se indicO el nombre de la linea celular, la
fecha en la que se realizo el procedimiento y el nombre del analista que
realizé el procedimiento.

6. Los viales de congelamiento se almacenan a -70 °C con ayuda de un

equipo ultracongelador.
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Conteo de células en camara de Neubauer

En este procedimiento se determina la concentracion de una suspension celular
(células/mL) a partir de la media aritmética de las células refringentes presentes
en cuadrantes de 0.01 cm? de area. Para este procedimiento se realiz6 la limpieza
del sistema de conteo, mismo que esta conformado por la camara de Neubauer

(BRAND®) y el cubre objetos, con una solucién de etanol al 70 % empleando tela

suave.

Figura Il. Representacion esquematica de la camara de Neubauer. A. Colocacién del cubreobjetos.

B. Vista lateral del sistema de conteo. C. Area de conteo.!1!

1. Se coloco el cubre objetos sobre la camara de Neubauer de acuerdo con el
esquema sefalado en la Figura Il. Fue importante asegurarse que este
sistema se mantuviese en posicidn horizontal sobre la mesa de trabajo.

2. Se adicion6 una alicuota 10 pL de una suspension celular que contenia
aproximadamente de 3x10°%a 1x108 células/mL sobre el extremo externo de
la camara de Neubauer.

3. Se permitié que el liquido ingresase a la cAmara por capilaridad hasta que
formo6 una pelicula homogénea. En caso de que existiera la presencia de
burbujas o se hubiese perdido volumen de la alicuota, fue necesario repetir

la operacion.
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4. El conteo celular se realizé en 4 u 8 de los cuadrantes de 0.1 cm de
longitud de la camara de Neubauer.
5. El area de un cuadro de 0.1 cm de longitud es (0.1 cm)*(0.1 cm)= 0.01 cm?

de superficie, por lo tanto su volumen es de:
(0.01cm? de superficie) * (0.01 cm de profundidad) = 0.0001 cm?® =0.0001 mL

6. La ecuacion que describe el numero de células en un cuadro de 0.1 cm de

longitud es:

NUmero de células contadas * 10,000 / nimero de cuadrantes usados en la cuenta

Cultivo de células en placa de 96 pozos

1. Partiendo de un cultivo con buena confluencia y viabilidad celular se realizé

el desprendimiento de la monocapa adherente siguiendo el procedimiento
descrito con anterioridad.
En un tubo de radiofuga, o en tubos coénicos estériles, se agregaron 5 mL
de medio de cultivo y se realiz6 una suspension celular con el fin de
determinar la cantidad exacta de células presentes en esta suspension
empleando una cAmara de Neubauer.

2. Una vez que se determind el numero de células contenidas en la
suspension del paso anterior, se realizaron los calculos necesarios para
realizar la siembra de 4,000 células por pozo, considerando un volumen
final de 200 pL en cada pozo y un exceso de 110 pozos totales. Este
volumen fue colocado en una canaleta estéril que permiti6 realizar la
homogenizacion constante durante el procedimiento.

3. Las placas de 96 pozos se sembraron con 200 pL de una suspension de
4,000 células/mL empleando una micropipeta multicanal.

4. Finalizada la siembra, las placas se incubaron a 37°C y se mantuvieron asi
hasta que las células se adhirieron a la placa.

5. Estas placas fueron empleadas en ensayos de citotoxicidad.
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Administracion del tratamiento

A continuacion se indica una cantidad de masa sugerida a pesar del compuesto
LCGL1 y los pasos necesarios para construir una curva dosis-efecto de viabilidad
celular en placas de 96 pozos (0.32 cm? de area). La dilucién 1:40 se realizé
tomando 25 pL del stock y se llevaron a un volumen final de 1,000 pL de DMSO.

Compuesto LCG1
PM (g/mol) 333.3
Cantidad (mg) 0.9
Volumen Stock (uL) 150
Stock (UM) 17999
Dilucion 1:40 (uM) 450
1. Partiendo de la dilucion 1:40 se realizan los célculos necesarios para

obtener 6 tubos a una concentracion 5X, respecto a la concentracion en los
pozos de tratamiento.

2. A continuacién se muestra la estrategia que se siguid para el compuesto
LCG1, en este caso se considerd que la administracion se realizé con una
alicuota de 50 pL a 13 pozos. Es necesario observar que el vehiculo
empleado para cada tratamiento fue DMSO y éste Ultimo no sobrepasé una

concentracion de 0.7 % en los pozos de tratamiento.

Tubo 5X (UM) Tratamiento (UM)
1 6.3 1.25
2 3.1 0.625
3 2.0 0.4
4 1.0 0.2
5 0.4 0.08
6 0.2 0.04
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Se observa que ademas de los 6 tubos de tratamiento, es necesario incluir
2 tubos adicionales como control de vehiculo y control de esterilidad del
medio de cultivo empleado.

Empleando una placa de 96 pozos en las que previamente se sembraron
4,000 células por pozo, se administran 50 pL del contenido del tubo 1 en la
fila A. El contenido del tubo 2 se administra en la fila B, y asi
sucesivamente. El control del vehiculo se afiade a la fila G, mientras que el
control del medio de cultivo se administra en la fila H. (Figura IlI)

Al realizar la administracion de esta manera se obtuvieron placas cuyas filas
A, B, C, D, E, F, G, H, contienen concentraciones decrecientes del
compuesto administrado, mientras que las columnas corresponden a

repeticiones sucesivas de la concentracion administrada. (Figura Ill)

[LCG1]
1.25 uM
0.625 uM
0.4 uM
0.2 uM
0.08 uM
0.04 uM

Vehiculo

A
B(
cC
D
EQ
FC
G

H

Medio cultivo

Figura Ill. Esquema de administracién del tratamiento en placa de 96 pozos.''?
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Determinacion de la viabilidad celular

La viabilidad celular se determind mediante el método de MTT, donde se
determinéd la densidad optica del formazan a 540 nm. En esta metodologia la
intensidad de la coloracién asociada al formazan, es directamente proporcional a

la viabilidad celular. (Figura V)
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CHs CH,
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Figura IV. Reduccién metabdlica del MTT.113

En un ensayo de citotoxicidad la Clso de un compuesto corresponde a la
concentracion requerida del mismo para producir el 50% de inhibicion de la
viabilidad celular, por lo tanto, en estas evaluaciones los compuestos con una

menor Clso son aquellos que presentan mayor actividad.

1. En las placas de 96 pozos se realizo la adicion de 20 uL de una solucion de
MTT que previamente se preparé a una concentracion de 2.5 mg/mL con
una solucion de PBS, posteriormente, se dejo incubando la placa a 37 °C
durante 1.5 h.

2. Después de verificar la precipitacion de los cristales de formazan al fondo
del pozo, fue necesario retirar el medio de cultivo de las placas empleando
una micropipeta multicanal. En este paso fue importante evitar la extraccion
accidental de cristales.

3. Se adicionaron 200 uL de DMSO a los pozos y con la micropipeta se obtuvo
una solucion homogénea.

4. Las placas se leyeron en un espectrofotometro de placas a una longitud de

onda de 540 nm.
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Obtencién de leucocitos de sangre periférica

1.

Por venopuncion de donadores adultos sanos en condiciones de ayuno
minimo de 6 h o ma&ximo de 8 h, se obtuvieron de 25 a 30 mL de sangre
periférica usando el sistema vacutainer con EDTA (Becton Dickinson
Vacutainer® # 367863). Posteriormente se realizé una suspensiéon 1:1 de

esta sangre con PBS en un tubo cénico de 50 mL.

En tubos coénicos de 15 mL se agregaron 4 mL de ficoll
(Ficoll-Paque PLUS® GE Healthcare) y 6 mL de la suspensién sanguinea
1:1, misma que se afadié lentamente y por goteo sobre las paredes del
tubo. Los tubos se centrifugaron a 800 rpm durante 40 min. Al termino de
esta separacion se obtuvieron 4 fases visibles (Figura V): La fase inferior de
color rojo intenso corresponde a los eritrocitos y plaquetas; sobre esta fase
es posible apreciar una fase traslucida de Ficoll, seguida de un fino anillo
turbio que corresponde a los leucocitos; y por encima de este anillo, hay
una fase amarillenta traslicida de suero. El anillo de leucocitos fue la

fraccion de interés.

= = = )
Suero
Muestra sanguinea
¥ Leucocitos
Ficoll-Paque

) Ficoll-Paque ' Eritrocitos

Figura V. Aislamiento de leucocitos de sangre periférica. (a) Al Ficoll-Paque se le afiade
por goteo la suspension 1:1 de eritrocitos. (b) Después de un periodo de centrifugacion se

obtienen diversas fases y los leucocitos corresponden a la fraccién celular de interés.114

Haciendo uso de pipetas Pasteur estériles, se colecto la fraccion de interés
y se transfiri6 a un nuevo tubo conico de 15 mL. A esta fraccion de
leucocitos se le adicionaron 5 mL de PBS y se centrifugaron a 800 rpm

durante 10 min.
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El boton celular obtenido se resuspendioé en 5 mL de una solucion de PBS y
se centrifugd nuevamente a 800 rpm durante 5 min. Esta operacion se

repitié dos veces mas.

Al finalizar el ultimo lavado se descart6 el sobrenadante del tubo empleando
una pipeta Pasteur, y el botdn celular se resuspendié con 6 mL de medio
RPMI-1640 complementado con el 10% de SFB (GIBCO-Invitrogen®). Esta
suspension celular fue contada en camara de Neubauer siguiendo el

procedimiento ya descrito.
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ANEXO IV. INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

Las preparaciones fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia BX41
(Olympus®, Tokio, Japén) equipado con filtros cromaticos para las sefiales DAPI y
FITC.

A. Lavado de cubreobjetos circulares

1. El primer lavado se realiz6 con una solucion libre de fosfatos de Dextran® al
10 % aplicando agitacion orbital durante 20 min.

2. Posteriormente se realizaron 2 lavados con agua Mili-Q® en agitacién orbital
durante 15 min.

3. Se empled una soluciéon de &cido acético al 10 % en agua Mili-Q® para
desengrasar la superficie de los cubreobjetos en agitacion orbital por
15 min.

4. Los cubreobjetos se secaron con gradientes de soluciones etandlicas que
fueron aplicadas en ciclos de agitacion orbital de 15 min, tal como se
describe a continuacion: EtOH 70 %, EtOH 80 %, EtOH 96 %. Finalmente,
estos cubreobjetos se dejaron reposar en una solucion de etanol absoluto

durante una noche completa.
B. Siembra en placas de cultivo

Se sembraron 45,000 células SK-LU-1 por placa, en cajas Petri de 35 x 10 mm. En
estas placas se administraron el derivado LCG1 y nocodazol a una concentracion
de 0.08 uM.
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C. Tinci6én directa

. .
h L Fluoroforo

Anticuerpo
marcado

-
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J

Figura VI. Representacion esquematica de la tincion directa. Se sefiala el modo de unién de un

anticuerpo primario marcado con un fluorocromo determinado a su antigeno.1®

1. El medio de cultivo sobrenadante se retir6 con ayuda de una micropipeta y
la monocapa celular se lavo con un volumen adecuado de PBS.

2. Las células se fijaron quimicamente a temperatura ambiente con 1 mL de
una solucion de p-formaldehido (PAF) al 4 % en PBS durante 20 min.

3. La solucion de PAF se retir6 con ayuda de una micropipeta y se realizaron
dos lavados de la monocapa celular con 1 mL de PBS.

4. Para permeabilizar la membrana de los cultivos, éstos se incubaron a
temperatura ambiente durante 10 min en presencia de 1 mL de una
solucién 1:1 que contenia SDS (Aldrich®) 0.5 % y Triton X-100 (Aldrich®) al
0.5 % en PBS.

Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS.

6. Se bloqued la monocapa celular con una solucién que contenia BSA al 3 %
en PBS, durante 1 h y a temperatura ambiente.

7. Se realizaron tres lavados adicionales con PBS.

8. La inmunotincién se realizé por 1 h con 100 yL de una dilucion 1:500 del
anticuerpo monoclonal GeneTex® conjugado con fluoresceina, este

anticuerpo esta dirigido hacia B-tubulina (GeneTex®, GTX11310).
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9. La tincién de los nucleos celulares se realizé6 con 100 yL de una dilucion
1:500 del colorante DAPI durante 1 h. NOTA: Fue importante asegurar la
humedad de las peliculas de tincion durante este procedimiento, asi como
proteger la fluorescencia con oscuridad.

10. Al término del periodo de incubacion con el anticuerpo y de la tincion de los
ndcleos, se realizaron cinco lavados con PBS y dos lavados adicionales con
agua destilada.

11. La superficie tefiida del cubreobjetos circular se pone en contacto sobre un
portaobjetos previamente limpio y desengrasado, al que le afiadieron 10 uL
de una solucibn 1:500 del protector de fluorescencia Vecta-Shield
(Sigma-Aldrich®). NOTA: Las preparaciones se protegieron de la luz
ambiental.

12. Para la visualizacion y captura de imagenes, las observaciones

microscopicas se realizaron en las longitudes de excitacion adecuadas.
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ANEXO V. POLIMERIZACION IN VITRO DE TUBULINA

Haciendo uso del kit de polimerizacion de la tubulina in vitro Cytoskeleton
(Cytoskeleton® # BKOO6P), se realiz6 la construccion de curvas de polimerizacion
en presencia de la referencia farmacologica nocodazol, o del derivado LCG1,

como a continuacion se describe.
A. Configuracion del equipo instrumental

El espectrofotometro de placas Epoch 2®, se configuré6 en modo cinético para
realizar lecturas cada minuto durante 1 h a 340 nm, manteniendo una temperatura
de reaccion de 37 °C y con una agitacion inicial de tipo orbital de 3 s de duracién.
Asi mismo, se tuvo la consideracién de asignar la lectura espectrofotométrica a

una placa de 96 pozos de media area.
B. Procedimiento Experimental

1. La placa se precalent6 a 37 °C durante 30 min antes de comenzar el
ensayo.

2. Se introdujeron los parametros de lectura en el lector de placas. Una vez
gue la tubulina se depositd en los pozos de reaccion a 37 °C, la lectura se
realiz6 inmediatamente.

3. Se prepar6 un volumen apropiado de la solucién amortiguadora general a

4 °C, como se indica en la tabla correspondiente.

Solucion Volumen (pL) Concentracion final
Amortiguador general de 750 80mM PIPES, pH=6.9
Tubulina 2mM MgCly,

0.5mM EGTA
Glicerol en amortiguador 250 15%
general de tubulina
Stock de GTP 10 1mM GTP

NOTA: Para realizar la constitucién de las soluciones amortiguadoras asi como el ensayo de
polimerizacion, se siguieron las indicaciones proporcionadas por el fabricante. Los pozos de
reaccién, se mantuvieron las concentraciones finales propuestas de 3 mg/mL de tubulina en 80 mM
de PIPES, pH= 6.9, 2 mM MgClz, 0.5 mM EGTA, 1 mM GTP y 10 % glicerol.
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Para realizar la dilucibn de los compuestos de interés se mantuvo un
volumen apropiado de la solucion amortiguadora general de Tubulina (TP) a
temperatura ambiente.

. Se agregaron 10 yL de la solucion TP en dos pozos sin compuesto
(controles), posteriormente se afiadieron 10 yL de la concentracion 10X de
los compuestos de interés en los pozos siguientes, mismos que se hallaban
previamente disueltos en la solucién TP.

. Se incubd la placa a 37 °C durante 2 min.

. Se descongel6 un vial de 200 pL del stock de tubulina colocandolo en un
bafio de agua a temperatura ambiente hasta que la proteina se encontrd
completamente en fase liquida. El paso de descongelacién rapida es critico
dado que la tubulina puede comenzar su polimerizacion a temperatura
ambiente.

El stock de tubulina se diluyé y mezclé con 420 pL de la solucion TP que se
preparo previamente a 4 °C. Esta solucion de tubulina diluida fue empleada
inmediatamente.

. Se adicionaron 100 pL de la proteina diluida en cada uno de los pozos de
reaccion con ayuda de una micropipeta multicanal. NOTA: Fue necesario
realizar este paso a una velocidad de pipeteo mediana y con la punta de la
pipeta en contacto con la pared del pozo. Esta técnica evit6 la formacién de

burbujas que alterasen las lecturas de absorbencia.

10. La lectura espectrofotométrica se realiz6 inmediatamente después de

anadir tubulina en cada pozo.

C. Esquema de dilucion de los compuestos de interés

A continuacion se mostrara una tabla que muestra la cantidad de masa sugerida a

pesar del NZ y los pasos necesarios para construir una curva de polimerizacion.

La dilucion 1:30 se realiza tomando 30 pL del stock, el cual se llevaran a un

volumen final de 1,000 pL DMSO; mientras que la dilucion 1:100 se realiza

tomando 10 pL del stock disuelto en un volumen final de 1,000 uL DMSO.
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Compuesto NZ
PM (g/mol) 301.320
Cantidad (mg) 2.0
Volumen Stock (pL) 200
Stock (M) 33187.26
Dilucion 1:30 (M) 1106.24
Dilucién 1:100 (uM) 33.18

Partiendo de la dilucion 1:30 se realizaron los calculos necesarios para
obtener los primeros 3 puntos de la curva a una concentracion 10X,
respecto a la concentracion deseada del tratamiento (el volumen final del
pozo fue de 110 pL).

Con la dilucién 1:100 se consideraron los calculos pertinentes para obtener
los dltimos 2 puntos de la curva a una concentracion 10X respecto a la
concentracion deseada del tratamiento, el volumen final del pozo es de
110 pL.

A continuacibn se muestra la estrategia que se siguié para el NZ. La
administracion se realiz6 a 5 pozos de una microplaca de media area a
partir de una alicuota de 10 pL de los tubos a una concentracion 10X. Es
necesario observar que el vehiculo empleado para la administracion de
cada tratamiento es la solucibn TP y ésta ultima se mantuvo a una

temperatura de 25 °C.

Pozo 10X (UM) Tratamiento (UM)
Control 100 10
1 100 10
2 25 2.5
3 S 0.5
4 0.5 0.05
5 0.1 0.01
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