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I. Resumen

Actualmente el cancer es una de las principales causas de mortalidad a
nivel mundial. El nUmero de casos estimados al afio ha ido en aumento

de 14.1 millones en 2012 a 18.1 millones en 2018.

Por lo que es considerado un problema de salud grave y la segunda causa
de muerte a nivel mundial. Los tratamientos para el cancer han sido

actualizados con el paso del tiempo para un mejor resultado.

Sin embargo, aun producen efectos adversos que comprometen la calidad
de vida del paciente, tanto que pueden aumentar su deterioro hasta

ocasionar la muerte.

La estrategia que se ha empleado en los ultimos afios es el disefio de
farmacos dirigidos a un blanco terapéutico, con la finalidad de aumentar

la eficacia de los anticancerigenos y reducir los efectos adversos.

Uno de los posibles blancos de accion que se ha considerado por su papel
en diversas vias de sefalizacion fundamentales para la regulacion del
metabolismo, crecimiento, proliferacion y apoptosis son las proteinas
quinasas principalmente proteina quinasa B (PKB) o también conocida

como AKT.

El papel de AKT como nodo central de diversos procesos de proliferacion
de las células cancerosas lo hace un blanco molecular atractivo para el

disefio de nuevos farmacos.




RESUMEN

El equipo de investigacion del laboratorio 122 del conjunto D disefi6 in
silico y sintetiz6 piridinas 2, 4, 6-trisustituida novedosas, simétricamente
sustituidas con base a un inhibidor competitivo con actividad moderada

sobre las isoformas de AKT.

La actividad anticancerigena de las tres series de piridinas se evalud por
un método espectrofotométrico empleando MTT en cinco lineas celulares
de cancer, las cuales representan algunos de los canceres de mayor
incidencia a nivel mundial y que se ha reportado que presentan

hiperactividad de AKT.

Dos compuestos con actividad citotdxica significativa se identificaron de
la Serie 1 y seis compuestos de la Serie 3, de los cuales se calculd la
Clso en al menos tres de las lineas de estudio siendo la mas sensible la

linea celular PC-3.
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1.MARCO TEORICO

1.1 Generalidades del cancer

El cuerpo esta formado por billones de células las cuales crecen y se
dividen para formar nuevas células cuando el cuerpo las necesita. Al
envejecer o dafarse son reemplazadas mediante el proceso de ciclo
celular (reproduccién de las células) cuya implicacién en el desarrollo del
cancer resulta evidente y esencial, ya que el conjunto de enfermedades
englobadas bajo este nombre tiene en comun la alteracion en la

reproduccion celular [1, 2].

Los canceres ocurren en la mayoria de los tipos de células, sin
embargo, en comparacion con los aproximadamente 300 tipos diferentes
de células en el cuerpo humano, podemos reconocer 200 tipos diferentes
de canceres humanos. El cancer se puede clasificar de dos maneras: por
el sitio de origen, es decir su ubicacion en el cuerpo o por los tipos de

tejidos afectados [1, 3].

La carcinogénesis es el proceso de transformacion de células normales a
células cancerosas (Figura 1). Dicho proceso consta de cuatro pasos:
iniciacion del tumor (dias), promocion del tumor (10-20 afios), conversion

maligna y progresion tumoral (1-5 afios) [5].

La iniciacion del tumor es caracterizada por un dafo genético irreversible
y cambios epigenéticos. La promocion del tumor incluye la expansion
clonal de células con dafio celular. El siguiente paso es la conversion
maligna la cual consiste en la formacion de una célula pre-neoplasica en

una que expresa el fenotipo maligno. [4]
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Figura 1. Vista general de la secuencia biolégica de los pasos involucrados
desde la carcinogénesis a la metéastasis [4].

La etapa final que define y caracteriza el cancer es la progresion tumoral.
Esta etapa comprende la expresion del fenotipo maligno y la tendencia de
las células malignas a adquirir caracteristicas mas agresivas como
inestabilidad gendmica y crecimiento incontrolado que con el paso del
tiempo se convierte en una entidad invasiva o metastasica, con muchos

pasos intermedios potenciales en el camino [4].

1.2 Estadisticas a nivel mundial y en México

Se ha visto un notable incremento en el niumero de casos de cancer a
nivel mundial atribuido al crecimiento poblacional, el envejecimiento y a
un aumento en la exposicion a factores de riesgo (Figura 2). A posicionado

al cancer como la segunda causa de muerte a nivel mundial [11].
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Segun las estimaciones de la Agencia Internacional para la Investigacion
del Cancer (IARC), en 2012 hubo 14.1 millones de nuevos casos. En 2015
se atribuyo6 a esta enfermedad 8.8 millones de defunciones: Para el 2018
el nimero de nuevos casos aumento a 18.1 millones. Ademas, cerca del
70 % de las muertes se registran en paises de ingresos medios y bajos
[11].

Para el afo 2030, se espera que el nimero de nuevos casos a nivel
mundial aumente a 21.7 millones y el nUmero de muertes incremente a
13 millones, lo anterior debido al crecimiento y envejecimiento de la

poblacién [5, 6].

Figura 2. Numero de muertes por cancer a nivel mundial estandarizadas por edad para
ambos sexos en 2012 [5].
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En el afio 2012, a nivel mundial los cAnceres con mayor tasa de mortalidad
en hombres son de pulmoén, higado y estdbmago; mientras que en mujeres

se encuentra el de mama, pulmon y colorrectal (Figura 3) [15].

En México, el cancer se encuentra entre las principales causas de muerte
ocupando el tercer lugar después de enfermedades relacionadas al
corazéon y diabetes. Tan so6lo en el afio 2015 se registraron 79514

defunciones [7].

El cancer de mama, desde el afio 2006, se encuentra como la principal
causa de muerte en mujeres, afectando a todos los grupos
socioecondmicos. Es de mayor incidencia en poblacion de 35 a 44 afios
de edad. En el afio 2015, se registré un total de 6304 defunciones por

este tipo de cancer [7-9].

Figura 3. NUmero estimado de muertes por cancer en hombres y mujeres a nivel
mundial en 2012 [9].

En hombres, el cancer ocupa el tercer lugar de causa de muerte, siendo
el cancer de proéstata la principal, con registr6 un total de 6447

defunciones en 2015. En segundo lugar, se encuentra el cancer de pulmén
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debido a una mayor incidencia de tabaquismo en hombres reportado en
el ano 2016. En 2017 se registré un total de fumadores de 15 millones
de los cuales 11 millones fueron hombres y 4 millones mujeres [7, 10,

11].

1.3 Etiologia del cancer

El cancer es considerado un conjunto de enfermedades con origen
multifactorial, esto debido a los multiples factores que pueden ocasionar
su origen; algunos dependen de la constitucion genética del individuo,

otros dependen de su entorno y forma de vida [12, 13].

Las mutaciones del genoma responsables del cancer son producidas por
agentes carcinégenos, asi como errores espontaneos o inducidos en la

replicacion y reparacion del ADN [4].

La exposicidon a sustancias quimicas que han demostrado tener estas
propiedades ocurre de forma continua y en cantidades variables. La
exposicion puede ser en alimentos, el aire, el agua, el estilo de vida y
ocupacion laboral. El 6rgano mas afectado por las diferentes exposiciones

a sustancias quimicas es el pulmén (Tabla 1) [15].

Los carcindgenos se pueden clasificar en tres categorias: fisicos, quimicos
y biolégicos (Figura 4). Entre los carcindgenos fisicos podemos encontrar

las radiaciones ultravioletas (UV) y ionizantes [15].

La radiacion UV proviene ademas del sol, de lamparas solares y cabinas
de bronceado. La exposicidén prolongada a este tipo de radiacion ocasiona
danos a la piel (pigmentacion, decoloracion y pecas), un envejecimiento

prematuro y destruccion de proteinas de elastina y colageno [15-17].
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Entre los carcindbgenos quimicos, podemos encontrar a contaminantes

provenientes de los alimentos. Los contaminantes de mayor relevancia en

alimentos son las aflatoxinas. Dicho contaminante es un tipo de toxina

producida por ciertos hongos (entre ellos el Aspergillus parasiticus) en

cultivos agricolas como el maiz, cacahuates, la semilla de algodén y los

frutos secos [20].

Tabla 1. Ejemplos de asociaciéon bioldgica, biofisica y bioquimica con
canceres humanos. [14].

Sitios de cancer

Fuente ocupacional/actividad

Carcinogenos
Arsénico

Pulmones, piel

Electricistas, fundiciones,
medicamentos

Amianto/asbesto

Mesotelioma,
pulmones

Azulejos de techo y piso

Benceno Sangre y ganglios Petrdleo, pinturas, detergentes y
linfaticos caucho

Berilio Pulmones Combustible de misiles, reactor
nuclear

Cadmio Prostata Baterias, pinturas y recubrimiento

Cromo Pulmén Conservantes, pigmentos,
pinturas

Oxido de etileno Sangre Agente de maduracidon para

frutas, gases

Niquel

Nariz, pulmén

Baterias, ceramica, aleaciones
ferrosas

Cloruro de vinilo

Higado

Refrigerador, pegamento, PVC

Gasolina

Pulmén, sangre

Petréleo

Formaldehido

Nariz, faringe

Trabajadores de hospital/
laboratorio

Tinte de cabello Vejiga Peluquero, barbero.

Hollin Piel Limpiadores de chimeneas
Radiacion Médula 6sea Técnico de radiologia
ionizante

Virus hepatico- B,
C

Higado

Trabajadores de hospital,
consumidores de drogas

Virus de VPH /

Cuello uterino, piel,

Multiples parejas sexuales

Herpes cabeza/cuello
Helicobacter Estémago Infeccidon crénica
pylori

——
(o)}

'
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Otro carcinébgeno de importancia alimentaria son las aminas
heterociclicas. La produccibn de aminas heterociclicas como la
aminoimidazoazareno (AlA) se produce por una exposicion de los
alimentos a temperaturas mayores de 108 °C por tiempo prolongado
[20].

El consumo de tabaco es otro ejemplo de exposicion a carcindgenos
quimicos. El humo de este producto esta formado de una mezcla compleja
de quimicos generados por la combustiéon del tabaco y de sus aditivos
como el benceno, mondéxido de carbono, plomo y arsénico por mencionar

algunos. [16].

Por otro lado, entre los carcinégenos biolégicos podemos encontrar virus,
parasitos y bacterias. Ejemplo de aquellos microorganismos que estan
asociados con el origen del cancer se encuentran: Virus del papiloma
humano (VPH) como el principal virus que origina cancer de cuello
uterino; virus de hepatitis B y C causando cancer de higado; el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) aumenta el riesgo de linfomay sarcoma;

Helicobacter pylori ocasiona cancer de estdbmago y esofago [14-16].

La exposicion a carcinégenos es un factor de riesgo, sin embargo, se
deben considerar otros factores (Figura 5). El medio ambiente tiene una
mayor influencia como causa de cancer en comparacion con la influencia
genética. La evidencia indica que, de todas las muertes relacionadas con
el cancer, el 35 % se debe a la dieta, el 30 % al tabaco, 15-20 % por
infecciones y sbélo el 5-10 % de todos los casos se deben a defectos

genéticos [15].
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Figura 4. Factores que originan el cancer [15].

Del total de casos de cancer originados por defectos genéticos, en el
cancer testicular el 24 % tuvo influencia genética mientras que el
cancer de mama fue de 5 %. Es decir que la influencia genética es
mayor para el cancer testicular que el de mama, sin olvidar que esto
representa solo 5-10 % de los factores para su origen (Figura 5) [16,
17].
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El envejecimiento es otro factor fundamental en la aparicion del cancer.
La incidencia de esta enfermedad aumenta de modo importante con la
edad, muy probablemente porque se van acumulando factores de
riesgo [21]. La acumulacion general de factores de riesgo se combina
con la pérdida en la eficacia de los mecanismos de reparacion celular

que suele ocurrir con la edad.

Figura 5. El papel de los genes y el medio ambiente en el desarrollo del cancer [15].
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1.4 Caracteristicas del cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
descontrolado y la propagacion de células anormales. Las células
cancerosas difieren en muchos aspectos con células sanas como falta de

diferenciacion [17].

Hanahan en 2011 menciona las alteraciones minimas que brindan a una
célula cancerosa la capacidad de desarrollarse las cuales son: la
autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, insensibilidad en las sefiales
inhibidoras de crecimiento, evasion de la muerte celular programada,
potencial de replicacion ilimitado, angiogénesis y metastasis del tejido

(Figura 6) [18].

Figura 6. Alteraciones encontradas frecuentemente en células cancerosas [18].
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Para que ocurra la transformacion de una célula normal a una tumoral se
requiere de una acumulacién de mutaciones en los genes, por ejemplo,
en oncogenes. Las mutaciones en el ciclo celular ocurren frecuentemente,
sin embargo, la célula cuenta con mecanismos de correccion.
Si los mecanismos fallan se realiza un autodiagnostico que comprueba la
disfuncion desencadenando un proceso de suicidio celular denominado

apoptosis [19].

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que ocurre en
organismos multicelulares y proporciona un mecanismo fisiolégico para la

eliminacion de células dafadas o anormales [20, 21].

Por lo que el progreso clonal de células mutadas que logran escapar a los
mecanismos de reparacion (Figura 7) continlan su reproduccion y con

ello una acumulacion de mutaciones progresiva [2, 19].

Figura 7. Modelo de proliferacion clonal de una progresion neoplasica [19].

11
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Las mutaciones afectan principalmente tres tipos de genes que codifican
muchos tipos de proteinas importantes que ayudan a controlar el
crecimiento y la proliferacion celular: a) proto-oncogenes, b) genes
supresores de tumor Yy c) genes de reparacion de acido

desoxirribonucleico (DNA)[22].

Los primeros genes afectados e involucrados con el desarrollo de cancer
son los proto-oncogenes los cuales son genes que se expresan O
participan en el crecimiento normal de células. El resultado de la mutacion
de estos genes se conoce como oncogén y da origen a proteinas que estan
enviando sefales de proliferacion sostenida, las cuales son responsables

de la formacion de células cancerosas [22].

La promocidén del cancer se realiza a nivel de proteina, ya sea modificando
el segmento de codificaciéon de la proteina o alterando su expresion. Por
otro lado, otros genes relevantes en la carcinogénesis son los genes
supresores de tumores, mismos que codifican proteinas que retrasan o
inhiben la progresion celular en una etapa especifica del ciclo celular [3,
19].

En contraparte, los genes reparadores del DNA son esenciales para el
mantenimiento e integridad del genoma. Se han identificado mas de 125
genes implicados en la reparacion del DNA. Estos genes funcionan en
conjunto por diversas vias que implican el reconocimiento y eliminaciones
de lesiones de DNA, la tolerancia al dafo y la proteccion contra errores
de incorporacion que puedan ocurrir durante la replicacion o reparacion

del DNA [22-24].

12
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1.5 Metastasis

Como se menciond, la carcinogénesis es el proceso de transformaciéon de
células normales a cancerosas. Una vez iniciado el proceso de en alguna
parte del cuerpo las células que adquieren caracteristicas mas agresivas
comienzan un proceso de invasion denominado metastasis [20, 25].
Las alteraciones en las interacciones mecanicas entre las células y su
entorno contribuyen a la displasia tisular asociada con el inicio del tumor

[4, 26].

La metastasis se refiere a la transferencia de células tumorales desde un
organo o parte de él hacia otro no directamente relacionado por
contigliidad y constituye la complicacion mas grave y la principal causa

de muerte en pacientes [5].

El proceso de metéstasis inicia con la disrupcion de la interacciéon local
célula-célula, alterando la membrana basal, invadiendo e infiltrando tejido
circunvecino, alcanzando y penetrando al interior de los vasos
sanguineos. El proceso metastatico continda con una supervivencia en la
circulacion para su establecimiento y posterior desarrollo de tumores

secundarios [27].

De esta manera la metastasis consiste en cinco etapas que en conjunto

se denominan cascada metastasica (Figura 8).

o Invasién y migracién: Células individuales del tumor primario
invaden tejido sano adyacente.

o Intravasacion: Las células se adentran al sistema circulatorio. Las
células neoplasicas secretan enzimas que permiten la infiltracién a

los vasos.

13
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o Diseminacion: Selecciéon de células tumorales particularmente
resistentes y agresivas.

o Extravasacion: Las células dejan la circulacion sanguinea
penetrando al endotelio por medio de enzimas proteoliticas o de
proliferacion.

o Proliferacion y angiogénesis. Establecimiento de las células
tumorales al tejido distante, produccién de tumores secundarios

que para asegurar la vascularizacion se induce angiogénesis [3, 28].

Tumor primario

EY %
-
L e Metastasis
“ 0y w
Invasion » .'..
y Proliferacion
migracion y 5
OO % angiogénesis
(@) AO
@)
2 Intravasacion | () (O Extiavasacion 4
Y |
O 000 0O

—_—>
3  Circulacién

Figura 8. Cascada metastasica [28].

1.6 Tratamiento del cancer

El cancer se caracteriza por un crecimiento celular indiscriminado,
autbonomo y con capacidad de metastasis al lograr escapar a los
mecanismos de control del organismo. Por ende, el tratamiento se debe
realizar teniendo en cuenta algunas caracteristicas como son: edad del
paciente, evolucibn o etapa del cancer, localizacion del cancer, la

diseminacion y salud general de la persona.

14
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La gran variedad de tipos de cancer dificulta encontrar un tratamiento
eficaz para una persona en particular. Los tratamientos mas
frecuentemente usados para combatir dicha enfermedad son: cirugia,

quimioterapia, radioterapia, terapia dirigida e inmunoterapia [6].

La radioterapia suele emplearse en el 40 % de casos de pacientes
diagnosticados en etapa inicial, con la finalidad de reducir el tamafo
tumoral en etapa temprana, siendo su efecto de manera local o definida
en la zona de origen previniendo su invasion. Es comunmente empleada

en combinacién con quimioterapia [29].

Ambos meétodos suelen tener efectos adversos desde menores hasta
graves que pueden comprometer aun mas la salud del paciente. Entre
estos efectos se encuentra la fatiga, vomito, cambios en la piel, caida de

cabello, anemia, falta de apetito, cefalea, dolor muscular [29].

En México, el cuadro basico de medicamentos consta de
aproximadamente 80 farmacos. De los cuales algunos de ellos son
empleados para el tratamiento de los diversos efectos adversos que

conlleva el tratamiento de quimioterapia [30].

Debido a los efectos adversos ocasionados por los tratamientos
anticancerigenos que disminuyen la calidad de vida del paciente se ha
incrementado la investigacion para el desarrollo de nuevos farmacos mas

selectivos y menos toxicos [31].

Se han desarrollado farmacos que interfieren con cada una de las
capacidades adquiridas necesarias para el crecimiento y la progresion
tumoral. Ademas, los medicamentos en investigacibn se estan
desarrollando para enfocarse en cada una de las nuevas caracteristicas

de acuerdo con Hanahan (Figura 9).
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Figura 9. Orientacioén terapéutica de los blancos moleculares contra el cancer [18].

En la Tabla 2 se mencionan algunos tratamientos que son aprobados para
tumores sélidos y su blanco terapéutico. Algunos blancos terapéuticos son

proteinas que juegan un papel importante en las vias de sefalizacion.

La terapia dirigida es conocida por emplear nuevos medicamentos que
tienen su efecto sobre ciertas diferencias de las células cancerosas, las
cuales les ayudan a crecer y prosperar en el individuo. Esta es un tipo
especial de quimioterapia, en la que el tratamiento actia sobre genes que
promueven el crecimiento, la division y diseminacion de células

cancerosas [22, 29, 31].

16
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Tabla 2. Algunos farmacos aprobados para el tratamiento de tumores
solidos y su blanco terapéutico [13, 32].

Grupo Farmaco Blanco de accion Proceso alterado
terapéutico
Anticuerpos Trastuzumab Her-2 Amplificacion de sefial pro-
monoclonales Cetuximab EGFR crecimiento
Bevacizumab VEGF Angiogénesis
Quimioterapia/ Mdltiple ADN, complejo Angiogénesis, Replicacion de
Radioterapia mitotico ADN, Activacion ciclo celular
Terapia Tamoxifen RE Amplificacion de sefial pro-
endécrina Fulvestrant RE crecimiento
Inhibidores de Aromatasa
aromatasa
Moléculas Sunitinib c-kit, PDGFR, Angiogénesis, Trasmision de
pequefias VEGFR seflal pro-crecimiento
Imatinib c-kit, PDGFR, Trasmision de serial pro-
Lapatinib Her-2 crecimiento
Erlotinib EGFR

La mayoria de los farmacos empleados para el tratamiento del cancer
ejercen su efecto al interactuar con el DNA. Estos interfirieren a nivel

transcripcional y trasduccional conduciendo a las células a la apoptosis.

El cisplatino [cis-diaminodicloroplatino 1lI] es un compuesto de
coordinaciéon metalico con un 4&tomo central de platino, al cual se le uno o
varios ligandos. Es empleado en el tratamiento de diferentes canceres
humanos, incluidos el de pulmén, ovario, testicular, entre otros. Su
aprobacion ante la Administracion de alimentos y medicamentos (FDA) se

realizé en el afio de 1978 [33].

Su actividad anti-tumoral resulta de la modificacién del DNA a través de
la formacion de aductos en la hebra lider, entre (G7-G7 y G7-A7). Los
interfirieren con

aductos la transcripcion y traduccion conduciendo

posteriormente a una apoptosis celular [34, 35].
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El impedimento significativo para un tratamiento exitoso por
quimioterapia es la resistencia a multiples farmacos. La resistencia a
agentes anticancerigenos esta clasificada como intrinseca (de novo) o

adquirida [36].

2. Via de senalizacion AKT

Uno de los procesos alterados en las células tumorales son las vias de
sefalizacion, principalmente las que participan en la proliferaciéon celular.
Una via de sefalizaciéon se define como un grupo de moléculas que en
conjunto controlan una o mas funciones de las células, como la division y

la muerte celular [1].

Una vez que la primera molécula recibe una sefal, ésta activa en cascada
a las siguientes moléculas. Dicho proceso sigue hasta que la ultima

molécula se activa y la célula realiza su funciéon [1].

La via PIBK/AKT/mTOR es central en varias funciones celulares y tiene un
complejo mecanismo de transduccion de sefiales, en donde participan las

tres proteinas moduladoras principales: PI3K, AKT y mTOR.

Su activacion se lleva a cabo por diferentes factores de crecimiento y
reguladores. La alteracion en algun punto de la via conlleva a un
descontrol en procesos distintivos en el cancer, como el crecimiento
descontrolado, supervivencia celular, competencia metastatico,

angiogénesis y resistencia a la terapia [37, 38]].

La via PI3K, AKT y mTOR es considerada unica por la interconexion de
ésta con otras vias de sefalizacion que controlan procesos importantes

en las células (Figura 10) [39].
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Figura 10. Representacion esquematica de la via de AKT y los efectores posteriores [39].
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El estudio de esta via se basa en la variedad de proto-oncogenes y genes
supresores de tumores implicados en la regulacion celular que convergen
dentro de la misma. Estos mismos controlan varios aspectos en la célula

tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas [39-43].

Entre sus blancos de interés se encuentran las proteinas quinasas B (PKB)
también conocidas como AKT. Las proteinas AKT regulan diversos
procesos celulares que incluyen la proliferacion celular, crecimiento,
tamafo, angiogénesis, respuesta a la disponibilidad de nutrientes e

invasion celular [43].

Como se ha comentado anteriormente, uno de los tratamientos contra el
cancer es la terapia dirigida. Dicha terapia es empleada para inhibir el
crecimiento, la progresion y la metastasis del tumor al interferir con
blancos moleculares especificos. Actualmente esta siendo el principal

método de desarrollo de farmacos contra el cancer.

Por lo tanto, el bloqueo de la via de AKT con apoyo de la terapia dirigida
podria impedir la proliferacion de las células tumorales induciendo
apoptosis [39, 41, 42, 44].

2.1 Proteina quinasas B (AKT)

Las proteinas quinasas son enzimas que regulan el estado de fosforilacion
de proteinas intracelulares, por lo que tienen alta participacion en vias de
sefalizacion. La cascada de sucesos de fosforilacion resulta en la

amplificacion y transmision intracelular de sefal [43].

20
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Las proteinas quinasas poseen una gran variedad de sustratos como son
proteinas estructurales, enzimas, reguladores del ciclo celular, factores
de transcripcion, entre otros. Se han identificado 518 proteinas de este
tipo codificadas en el genoma humano (Figura 11). Se caracterizan por
unir covalentemente un grupo fosfato, a partir de ATP donador, a residuos

de serina, treonina y/o tirosina de sus sustratos [45].

30 familizs . yegER

Tirosinas guinasas | IF'E-I(-;RFR

ABL
TIE

S0 ‘ EGFR

AGC |14 familias &j. AKT
63 PKC

CAMK _...‘ 17 familias =j. CAMK1L ‘
74

oK1 |, | 3 familias ej. CK1 |
1z

Proteinas quinasas Serina/treonina CMGC 8 fzmilias ej. E‘ITI{IK
518 quinasas &1

S0

STE 3 familias &j. STE7

47

TKL | | 7 fzmilias ej. MLK
43

OTRO
ae

Atipicas quinasas
a0

Figura 11. Clasificacién de las proteinas quinasas identificadas en el genoma
humano. [41].

La proteina AKT, es una serina/treonina quinasa, perteneciente a la
familia AGC [40, 44]. De la cual tres isoformas se han identificado: AKT1,
AKT2 y AKT3 [41].

Las AKT son intermediarios claves de la via de sefalizacion que regula

varios procesos celulares. Una de las principales funciones de AKT es
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promover la supervivencia celular mediada por factores de crecimiento,
promover la proliferacion celular e inhibir la apoptosis mediante la

inactivacion de proteinas pro-apoptoticas [43, 44].

La estructura de las quinasas AKT consiste en tres dominios conservados;
i) dominio de homologia de pleckstrina (PH) amino terminal; ii) dominio
CAT quinasa central; iii) un dominio regulador carboxilo terminal (EXT C-
terminal). Entre las isoformas de AKT existe similitudes entre los tres
dominios (Figura 12): 80% de similitud con el dominio PH; 90% de
similitud con el dominio CAT y 70% de similitud con el dominio EXT C-

terminal [38, 43, 44, 46].

Figura 12. Estructura de los miembros de la familia PKB y el grado de homologia entre
los dominios: PH (homologia de pleckstrina), quinasa central y HM (carboxilo terminal).
[46].

2.2 Proteinas AKT y el cancer
La activacion de la ruta AKT juega un papel en el progreso del cancer al

controlar procesos de supervivencia celular como la apoptosis y

angiogénesis lo cual permite la proliferacion y migracién de células. En los
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ultimos afnos se ha asociado la resistencia a la terapia (quimioterapia y

radioterapia) a la sobreexpresion de alguna ATK [40, 43, 45, 47].

En el afio de 1992 se identificaron las primeras alteraciones recurrentes
de un gen AKT en cancer humano, con la demostracion de la amplificacion
y sobreexpresion de AKT2 en un subgrupo de carcinomas ovaricos [48].
En Tabla 3 se pueden observar algunos de los intermediarios de la via de
transduccién donde participa AKT, el tipo de alteracién en el tumor,

frecuencia y el tipo de cancer asociado [38].

Tabla 3. Anormalidades en las vias de sefalizaciéon relacionadas con
PI3/AKT en cancer. [40].

Molécula Alteracion en el tumor Frecuencia Tipo de cancer

PTEN Mutacién somatica >50% Glioma, melanoma,
préstata, seno.

Expresion disminuida >50% Seno, melanoma, proéstata,
Metilacién colorrectal, leucemia
Pérdida de heterocigocidad

Mutacion germinal 80 % Seno, carcinoma, tiroides
PIK3CA Amplificacion >50% Ovario, cérvix, pulmoén,
seno
Activacion de la mutacién >50% Vejiga
>25% Seno
AKT1 Amplificacion Baja Estémago
AKT2 Amplificacion Baja Ovario, pancreas, seno
Mutacion Baja Colorrectal
AKT3 Sobreexpresion Baja Seno y prostata resistente

a hormonas

EGFR Mutacién activadora 10% Pulmoén

Por otra parte, la hiperactividad de las proteinas AKT se ha visto asociada
en una variedad de tumores solidos y malignos resumidos en porcentaje
de sobreexpresion de las diferentes isoformas de las proteinas AKT en

diferentes tipos de cancer humano en la Tabla 4 [46].
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Solamente en algunos tipos de cancer se conoce la isoforma de AKT
implicada. La sobreexpresion de AKT1l se ha visto implicada a
gliosarcoma; AKT2 en cancer de mama, pancreatico y ovarico; AKT3 en
cancer de prostata, mama y se ha sugerido que contribuye en la
agresividad de carcinomas insensibles a hormonas esteroides. Se ha
sugerido participacion de la isoforma AKT2 en la motilidad y consecuente

invasion el en organismo de células cancerosas [48].

Tabla 4. Sobreexpresion de AKT en canceres humanos [48].

Tipo de tumor % de tumores
con AKT activo
Glioma ~ 55
Carcinoma de tiroides 80-100
Carcinoma de mama 20-55
Carcinoma de pulmén de células pequeiias ~60
Carcinoma de pulmén de células no 30-75
pequenas
Carcinoma gastrico ~80
Carcinoma del estroma gastrointestinal ~30
Carcinoma pancreatico 30-70
Carcinoma del conducto biliar ~85
Carcinoma de ovario 40-70
Carcinoma endometrial >35
Carcinoma de prostata 45-55
Carcinoma de células renales ~40
Leucemia mieloide aguda ~70
Mieloma maltiple ~-90

La sobreexpresion de AKT en cancer humano se caracteriza por una
activacion o supresion de la actividad de varias de las oncoproteinas y
supresores tumorales implicados en la sefalizacion celular/regulaciéon
metabdlica que convergen dentro de la via de transduccion de AKT, sin

embargo, no es la Unica causa de la alteracion [39].

24

——
| —



MARCO TEORICO
|

Entre los mecanismos de desregulacion de la actividad quinasa podemos

encontrar:

1. Reordenamiento genético (proteina hibrida)

2. Mutacion (regulacion activa)

3. Expresion aberrante (activacion o desactivacion) de la proteina o
el ligando.

. Activacion de oncogén

5. Pérdida de gen supresor [41].

N

2.3 Inhibidores de AKT

Las proteinas AKT pueden estar alteradas en diversos tipos de cancer. Las
isoformas AKT2 y AKT3 son de mayor relevancia clinica por su papel en
el cancer; éstas les proporcionan a las células cancerosas ciertas

caracteristicas como la resistencia a farmacos e invasion a otros érganos.

Entre las caracteristicas deseables de un inhibidor es tener una elevada
selectividad y afinidad por el receptor de interés, esto tomando en cuenta

la importancia de la via en la que participa en estado fisiolégico.

La gran homologia entre las isoformas de AKT ha sido un factor
complicado para la busqueda de inhibidores selectivos, debido a que

difieren en funcién, distribucion tisular y afinidad por ligados.

Pese a esta complicacion se han podido disefar y sintetizar algunos
inhibidores por cribado molecular (Figura 13). Los inhibidores para AKT
puede ser clasificados como: competitivos de ATP, alostéricos,
irreversibles o inhibidores que interactian con el dominio PH [12, 43, 48,

49].
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El blanco terapéutico de la Perifosina es el dominio PH; A-443654 y H-89
son inhibidores competitivos del sitio de unién de ATP, AKTi-1 inhibe a

AKT1 y el compuesto A inhibe las tres isoformas de AKT (Figura 13).

Otros inhibidores de AKT clasificados por mecanismo de inhibicién y por
su estructura quimica se presentan enla Tabla 5. Los inhibidores
Afuresertib e Ipatasertib se encuentran en evaluaciones clinicas como

potenciales inhibidores de AKT en Fase | y Il [43].

Tabla 5. Tipos de Inhibidores de AKT [39, 41].

Inhibidor Objetivo Mecanismo de Caracteristica

molecular accion estructural
AKTi-1/2 AKT1, AKT2  Inhibidor alostérico Nucleo 2,3-
difenilquinoxalina
AZD5363 AKT, PKA, Catalitico, inhibidor Anillos

mMTOR competitivo de ATP heterociclicos
Afuresertib | AKT1, Catalitico, inhibidor Derivados de
AKT2, AKT3  competitivo de ATP tiofenocarboxamida
Ipatasertib | AKT Catalitico, inhibidor Anillos
competitivo de ATP heterociclicos

El compuesto GSK690693, es un derivado de aminofurazan e inhibidor de
AKT de tipo competitivo de ATP. En estudios preclinicos resulto ser un
inhibidor potente y selectivo inhibiendo la proliferacion celular de diversas
neoplasias entre ellas; hematologicas, de mama, ovario y pancreas [42,
50, 51].

Algunos autores mencionan la disminucion de la viabilidad celular y entre
su mecanismo de muerte celular la induccion de apoptosis celular. Cabe
mencionar que disminuye el numero de sustratos fosforilados de la via

P13K/AKT/mTOR [50, 52].
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Figura 13. Estructuras quimicas de inhibidores de AKT [13].
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Como se ha mencionado, un problema en el tratamiento del cancer es la
resistencia. Esta resistencia se puede desarrollar a través de multiples
mecanismos (Figura 14)entre los que se encuentran la reduccion de la
absorcion del farmaco, el aumento en la distribucion del farmaco, la
evasion de la apoptosis inducida por farmacos, la alteracion de proteinas
blanco, el secuestro de farmacos, la interaccion con moléculas solubles,

las interacciones entre células y la matriz extracelular [53, 54].

Figura 14. Mecanismo de resistencia a farmacos mediada por el medio ambiente [36].

3.Ensayos de viabilidad celular

Durante la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos de origen
natural o sintético se requiere la determinacion del efecto citotoxico y de
su bioseguridad. Estos estudios se realizan con la finalidad de monitorear

los cambios en la morfologia, velocidad de crecimiento, muerte celular y
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desintegracion celular ocasionadas por la exposicion de las células

sustancias biolégicamente activas [56].

Por lo tanto, la monitorizacion de la viabilidad celular (exposicion a
diferentes tiempos y concentraciones) debe realizarse obligatoriamente
para cada compuesto de interés potencial en farmacologia experimental,

esto se conoce como pruebas de viabilidad celular [55-57].

Estas pruebas permiten evaluar la viabilidad celular a través de la
permeabilidad de la célula, su actividad metabdlica, produccion de ATP o
actividad enziméatica. Entre los métodos empleados se encuentra el

ensayo de MTT presentado en 1983 por Mosmann.

El método de MTT se empleado para la medicion in vitro de la viabilidad
metabdlica de cultivos celulares sometidos a diferentes condiciones de
cultivo, por lo que permite evaluar la citotoxicidad de algun compuesto
[58, 59].

Es de los métodos de evaluacion in vitro mayormente empleado para
evaluar la citotoxicidad por ser un ensayo rapido, econémico, versatil, de

simple metodologia, cuantitativo y preciso [60, 61].

La evaluacion implica una actividad enzimatica oxidorreductasa celular
dependiente de NAD™. La reaccion transforma de soluble el tetrazolio MTT
bromuro de [3-(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio] en insoluble
(E, Z2)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano o formazan (Figura
16) [61].

El formazan se puede disolver con dimetilsulféxido (DMSO) para dar un
color pdrpura con absorcion caracteristica a una longitud de onda de

540 nm que se puede determinar con apoyo de un lector de placas. La
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intensidad del color purpura es directamente proporcional al nUmero de

células y, por lo tanto, indica la viabilidad celular [56, 60, 62].

La sal de tetrazolio es color amarillo en polvo y en soluciéon. El producto
formado tras la reduccion enzimatica es color purpura e insoluble en agua.
En un inicio su metodologia incluia la dilucidon de los cristales de formazan
en solucion etanol-acido. Sin embargo se cambi6 el disolvente por uno
menos polar (Dimetilsulféxido) para aumentar la solubilidad de los

cristales y facilitar su lectura en placa [56, 58, 61, 62].

Reduccion

C>_</N“ITI® enzimatica /NH
N o
® /
Br S\%i N\N/\g //

RN

==

Figura 15. La reduccion de MTT a formazan en células vivas [60]

La capacidad de las células para reducir el MTT a formazan constituye un
indicador de la integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es
interpretada como una medida de la viabilidad celular. Los resultados se

expresan en porcentaje de células vivas.

La curva de concentracion-respuesta se calcula teniendo en cuenta el
intervalo de las concentraciones utilizadas versus el porcentaje de la
reduccion del crecimiento celular correspondiente. A partir de la curva se
calcula la concentracion inhibitoria 50 (Clso); concentracion que inhibe el

50 % del crecimiento celular
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Estudios indican que el cofactor nicotinamida adenina dinucleétido (NAD™)
es responsable de la mayoria de la reduccién de MTT. Desde las primeras
aplicaciones del método se ha considerado que el MTT se reduce por la
actividad de las  deshidrogenasas mitocondriales (succinato
deshidrogenasa) en células vivas. Sin embargo, la reduccion no sélo se
asocia con mitocondrias, sino también con el citoplasma, membranas no
mitocondriales (endosoma y lisosoma), las deshidrogenasas de la

membrana plasmaética e inclusive fosfolipidos tisulares [57, 60, 63, 64].
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4.JUSTIFICACION

El incremento en el nUmero de nuevos casos y el nUmero de muertes por
cancer ha posicionado a ésta enfermedad como la segunda causa de
muerte a nivel mundial. Para el afio 2030 se estima que el numero de

muertes incremente a 13 millones.

Debido a la falta de selectividad de farmacos, sus efectos adversos, los
efectos de resistencia y los altos costos, se ha incrementado la busqueda

de nuevas opciones para el tratamiento de distintitos tipos de cancer.

La estrategia que se ha empleado en los ultimos afos es el disefio de
farmacos dirigidos a un blanco terapéutico, con la finalidad de aumentar

la eficacia de los anticancerigenos y reducir los efectos adversos.

Uno de los blancos que ha sido mayormente considerado por su papel en
diversas vias de sefalizacion, las cuales son fundamentales para la
regulacion del metabolismo, crecimiento, proliferaciéon y apoptosis son las
proteinas quinasas; principalmente proteina quinasa B (PKB) o también

conocida como AKT.

Uno de los objetivos de la investigacion farmacéutica es la busqueda de
nuevas estructuras con actividad efectiva, en este caso antineoplésica. En
el laboratorio 122 del Conjunto D en el proyecto 251807 de CONACYT se
identificaron y disefaron in silico derivados de piridina 2,4,6-trisustituidas
como potenciales inhibidores de AKT quinasa, obteniéndose series de

compuestos con un nucleo novedoso [44].

Por lo anterior, la busqueda de nuevos blancos tiene como objetivo el
desarrollo de moléculas que tengan actividad biolégica, principalmente en

células cancerosas, y puedan ser empleadas en diferentes tipos de cancer.
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5.HIPOTESIS

Los derivados de piridinas al ser disefiados in silico y sintetizados como
inhibidores de AKT presentaran actividad citotoxica en lineas celulares de

cancer.

6.0BJETIVOS

6.1 General

Evaluar la actividad citotoxica de derivados de piridinas

2, 4, 6-trisustituidas en diferentes lineas celulares de cancer.

6.2 Particulares

e Evaluar la actividad citotéxica de los compuestos que sean solubles
en dimetilsulféxido (DMSO), a una concentracion de 50 pM
mediante el ensayo espectrofotométrico de MTT.

e Identificar cuales compuestos de las series en estudio presentan
actividad citotoxica significativa.

e Determinar la concentracién inhibitoria 50 (Clso) de los compuestos

que presentan la mayor actividad bioldgica.
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7. METODO EXPERIMENTAL

7.1 Reactivos

Tween 80 (Sigma-Aldrich®), Dimetilsulféxido (DMSO, Honeywell®),
GSK690693 (HPLC, Sigma-Aldrich®), cis-diaminodicloroplatino Il o
cisplatino (1 mg/mL, Blastolem®RU), bromuro 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)2,5

difeniltretazolio, Sigma-Aldrich®).

Compuestos derivados de piridinas trisustituidas sintetizadas en el
Laboratorio 122, Conjunto D de la Facultad de Quimica en el proyecto
251807 de CONACYT

Tabla 6. Derivados de piridinas trisustituidas evaluadas en este trabajo
en lineas celulares.

S1-2 S2-1 S3-1 S3-9
S1-3 S2-5 S3-2 S3-11
S1-4 S2-6 S3-3 S3-15
S1-5 S2-8 S3-5 S3-16
S1-6 S2-9 S3-6 S3-17
S1-8 S2-11 S3-7 S3-19
S1-9 S2-16 S3-8 S3-19

7.2 Lineas celulares y cultivo celular

Las lineas empleadas se obtuvieron de American Type Culture Collection
(ATCC), las cuales se mencionan a continuacion: HelLa de cancer de
cérvix, SW-620 de cancer de coldon, SK-LU-1 de cancer de pulmon, MDA-
MB-231 de cancer de mama y PC-3 de cancer de prostata, estas fueron

conservadas a -70°C hasta su uso.
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Las lineas celulares fueron cultivadas en condiciones de esterilidad en
medio Dulbecco” s Modified Eagle Medium, DMEM (Biowest®). Para la linea
PC-3 se utilizé el medio RPMI 1640 (Biowest®). Ambos medios de cultivo
fueron suplementados con aminoacidos, piruvato de sodio, antibiotico-
antimicotico y suero fetal bovino (SFB) al 10% e incubados a 37 °C, 90%

de humedad y 5% de CO:> (condiciones estandar de cultivo).

La siembra de células se realiz6 en placas de 96 pozos en un volumen
total por pozo de 200 pL. La cantidad de células dependi6é del tiempo de

exposicion a la cual seria evaluado (Tabla 7).

Tabla 7. NUumero de células empleadas en ensayos de viabilidad
dependiendo de la duracién del tratamiento.

N\
U €

Hela 5500 4000
SW-620 5500 4000
SK-LU-1 5500 4000
MDA-MB-231 5000 3500
PC-3 5000 3500

7.3 Tratamiento

Una vez sembradas las células en las placas de 96 pozos se incubaron por
24 h a condiciones estandar de cultivo. Posteriormente fueron expuestas
a cada compuesto en un intervalo de concentraciones.

La mayor concentracidon para cada compuesto correspondia a aquella
donde el volumen de DMSO final en el pozo no fuera mayor a 0.28 %
(Anexo A), a partir de la cual se realiz6 una dilucion (1:2). Una vez
realizado el tratamiento se incubd bajo condiciones estandar de cultivo en

el tiempo respectivo de evaluacion.
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7.4 Determinacion de la viabilidad celular

Para la evaluacion de la actividad biologica de los compuestos se empled
el método de MTT. Una vez concluido el tiempo de exposicion se afiadio a

cada pozo 20 pL de solucién MTT a una concentracién de 2.5 mg/m.

Posteriormente se incubaron las cajas por un tiempo de 90 minutos a
condiciones estandar. Para la lectura de las placas los cristales de

formazan se disolvieron con 200 pl de DMSO.

La lectura Optica de las placas se realizé en el equipo EPOCH 2 Microplate

Reader (Biotek®) a 540 nm.

Finalmente, la viabilidad celular se determiné mediante la comparacion
de los pozos tratados con los compuestos de interés contra el vehiculo
(blanco) al cual se le asigné una viabilidad del 100 %. El célculo de la

viabilidad se realiz6 con la siguiente ecuacion:

(Abs problema)
*

100
(Abs control)

% de viabilidad celular =

7.5 Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo mediante el programa GraphPad
Prism 7.0. Para la determinacion de la citotoxicidad generada por los
compuestos de las series de piridinas se realizaron comparaciones de
medias mediante ANOVA de una via con una prueba posthoc Tukey con

un a=0.0
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Para las evaluaciones de la actividad citotoxica se emplearon lineas
celulares de diferentes tipos de céancer. Dichas lineas celulares
representan algunos de los canceres de mayor incidencia a nivel mundial

y presentan una hiperactividad de AKT [5, 12, 22, 65, 66].

8.1 Actividad citotdxica de cisplatino

Con el objetivo de observar la respuesta positiva a un farmaco
antineoplasico y proseguir a las siguientes determinaciones se realizo la

exposicion al compuesto cisplatino o cis-diaminodicloroplatino 11.

El cisplatino es un compuesto de coordinacion metalico empleado en el
tratamiento de diferentes canceres humanos, incluidos el de pulmon,
ovario, testicular, entre otros. Su actividad anti-tumoral resulta de la
modificacion del DNA a través de la formacién de aductos en la hebra lider
interfiriendo con la transcripciéon, traduccidén y posterior apoptosis celular
[33-35, 51, 67].

En la Tabla 8 se presentan los valores de Clsp calculados a 48 y 72 h de
exposicion con cisplatino. Como se puede observar los valores de Clso a
72 h son menores comparados con los de 48 h, debido a que a mayor
exposicion se presenta una menor viabilidad celular y por lo tanto menor
Clso. Los resultados muestran una diferencia significativa entre el control

y los tiempos de exposicion al compuesto.
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Tabla 8. Valores de Clsp calculadas para el compuesto cisplatino en las
lineas celulares empleadas a 48 y 72 h de tratamiento.

Linea celular CIsoa (48 h) CIsoa (72 h)

HelLa 18.5 + 3.0* 9.8 = 3.2*
SW-620 21.1 + 6.2%* 12.4 = 2.3*
SK-LU-1 12.0 £ 2.5* 10.9 + 4.5*
MDA-MB-231 25.0 = 4.8* 20.2 + 3.6*
PC-3 ND 7.9 £ NA

Los valores indican concentraciones micromolares de al menos una n=3 + EEM.
ND: No determinado. Resultados procesados con GradPhad Prism 7.0 mediante ANOVA
con a<0.05.

Al comparar los resultados con los de la Tabla 9, cuyos resultados han
sido reportados en anteriores investigaciones, se observa que las Clso de
las lineas celulares HelLa, SK-LU-1 y PC-3 son similares.

Por lo tanto, los resultados anteriores confirman una respuesta citotdxica
a un farmaco antineoplasico en las lineas celulares por lo que pueden ser

empleadas en las siguientes determinaciones [65, 68-71].

Tabla 9. Valores de Clso de cisplatino en diferentes lineas celulares a 72 h de
tratamiento

HelLa 9.6+0.8

SW-620 17.0+0.2
SK-LU-1 7.1+0.2
PC-3 4.6+1.9

*Los valores indican concentracion de al menos tres experimentos. n = EEM.

A pesar del gran avance en la terapia contra el cancer se siguen buscando
alternativas que sean mas seguras y eficaces para el paciente, que

mejoren su calidad de vida con una disminucion de efectos adversos. Por
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lo cual, con ayuda de la terapia dirigida se busca la inhibicion de AKT,
crucial en la reproduccioén celular por su funcién de inhibicion o activacion
de factores de crecimiento o pro-apoptoéticos. Lo anterior hace a la AKT
un blanco atractivo para el desarrollo de nuevos farmacos antineoplasicos
[40]

En la Figura 16 se presentan las estructuras generales de cada serie de
piridina. Se puede apreciar que la Serie 1 y Serie 2 de piridinas tienen
una simetria estructural en la posicion 2 y 6 con la finalidad de una mayor
interaccion con el sitio de ATP. Mientras que la modificacidon en la posicidon
4 se realiz6 para aumentar la estabilidad de los compuestos como lo
menciona Trejo y colaboradores (2017), y es en esta posicion donde las

diferentes sustituciones originan a las dos series de piridinas [44].

El descubrimiento de farmacos resulta ser un proceso complejo y costoso
por lo que en los dltimos afios se ha recurrido al apoyo de meétodos
computaciones (también llamados in silico) para acelerar dicho proceso y

con ello disminuir costos.

Dichas técnicas han ayudado al descubrimiento de nuevas entidades
quimicas, pero ignoran los problemas de absorcion y biodisponibilidad por
una baja solubilidad. Debido a que el proceso de busqueda in silico se
trata de optimizar la estructura con las propiedades del sitio de unién,
origina compuestos con alto peso molecular y lipofilicos, por lo tanto, poco

solubles en medios acuosos [72, 73].

La baja solubilidad fue observada en algunos de los compuestos de la
Serie 1 y la Serie 2 de piridinas disueltos en el vehiculo mientras que en

el medio de cultivo se observo para las tres series.
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SERIE 1 SERIE 2

R

SERIE 3
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Figura 16. Estructuras generales de las series de piridinas 2, 4, 6-trisustituidas.

Por lo que para realizar la evaluacion de los compuestos se considerod la
solubilidad en DMSO. De un total de 35 compuestos se descartaron
aquellos que fueron insolubles quedando para el andlisis in vitro siete
compuestos la Serie 1, para la Serie 2 |la misma cantidad y trece

compuestos de la Serie 3 cuyos resultados se presentan a continuacion.
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8.2 Citotoxicidad de la serie 1 de piridinas

Una primera determinacion de la actividad citotoxica de los compuestos
de la Serie 1 se realiz6 a una concentracién de 50 uM. Ello con el objetivo
de identificar a aquellos compuestos que provocaran una disminucion en

la viabilidad celular significativa.

En la Figura 17 y 18, se observan los resultados de la Serie 1 de piridina,
la cual se expuso a: 48 y 72 h. De este analisis se identificaron tres
compuestos con una citotoxicidad significativa en las lineas celulares, por

lo que se continud con la siguiente evaluacion.

Dicha evaluacion consistié en la exposicion a diferentes concentraciones
para el posterior célculo de Clso. Al microscopio se pudo observar
precipitacion de los compuestos, por lo que confirma su baja solubilidad

en medio acuoso (Anexo B).
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Figura 17. Viabilidad de las lineas celulares expuestas a piridinas de la serie 1 a una
concentraciéon de 50 uM a 48 h de tratamiento. Resultados procesados con GradPhad Prism 7.0
mediante ANOVA con a<0.05.
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Figura 18. Viabilidad de las lineas celulares empleadas expuestas a piridinas de la serie 1 a una
concentracién de 50 uM a 72 h de tratamiento. Resultados procesados con GradPhad Prism 7.0
mediante ANOVA con a<0.05.
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8.3 Citotoxicidad del compuesto S1-3

El primer compuesto con efecto citotdoxico significativo fue S1-3 cuya
concentracion maxima evaluada fue de 53.81 uM. En la Figura 19 se
ejemplifica el comportamiento de la viabilidad en funcién de la
concentracion de S1-3 donde es posible realizar un célculo de Clso por

una regresion no lineal, usando el software OriginPro 7®.

120 -
100

80 -
60 -

40 -

Viabilidad (%)

20 T

Concentracion (M)

Figura 19. Viabilidad de la linea celular HeLa expuesta a la piridina S1-3 a
diferentes concentraciones a 72 h (n=1).

En la Tabla 10 se observa que los compuestos Unicamente tuvieron una
actividad citotoxica considerable en uno de los dos tiempos de exposicion
evaluados. Siendo posible un soélo calculo de Clso para cada linea celular

de estudio.

Se puede afirmar que el compuesto S1-3 es mas citotoxico en la linea
celular PC-3, esto al tener un valor de Clso menor que el resto de las

lineas celulares.
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Por otro lado, este compuesto es menos citotoxico sobre la linea
MDA-MB-231 al tener un valor de Clsp mayor que el resto de las lineas

celulares.

Tabla 10. Valores de Clsg calculadas para el compuesto S1-3 a 48 y
72 h de tratamiento.

- - A
Cl

SW-620 14.2 + 1.8 ND

SK-LU-1 21.4 + 0.6 ND

MDA-MB-231 21.2 +9.0 ND
Hela ND 12.7 1.4
PC-3 ND 6.2 +0.9

* Los valores indican concentraciones micromolares. n=3 £ EEM.
ND: No determinado

8.4 Citotoxicidad del compuesto S1-9

El siguiente compuesto de la Serie 1 que presentdé un efecto de
citotoxicidad significativa fue S1-9. Este tuvo una actividad citotoxica en
tres de las cinco lineas celulares de estudio de las cuales se logro calcular

el valor de Clsp.

En la Tabla 11 se puede observar que el compuesto S$S1-9 presentd un
comportamiento similar al observado para el compuesto S1-3 en las
lineas celulares MDA-MB-231 y PC-3.

Es decir, el compuesto S1-9 tuvo el valor de Clso mas alto en la linea
celular MDA-MB-231, seguido de la linea celular HeLa. Por otra parte, el

valor de Clsp mas bajo se obtuvo en la linea celular PC-3.
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Tabla 11. Valores de Clso calculadas para el compuesto S1-9 a 72 h de

tratamiento.
Linea celular CIso

Hela 26.2 + 1.6
MDA-MB-231 32.4+1.6
PC-3 11.6 £4.9

*Los valores indican concentraciones micromolares de n=3 o mas + EEM.

En la Figura 20 se muestra el comportamiento del compuesto S1-9 en las
dos lineas celulares SW-620 y SK-LU-1, en donde el valor de Clso no fue
posible determinar. EI comportamiento al tiempo maximo de exposicion

no indujo una disminucion considerable de la viabilidad celular.

Figura 20. Viabilidad de las lineas celulares SW-620 y SK-LU-1 expuestas a la piridina
S1-9 a diferentes concentraciones a 72 h de tratamiento.
Resultados procesados con GradPhad Prism 7.0 mediante ANOVA con a<0.05.
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8.5 Citotoxicidad del compuesto S1-5

En cuanto al compuesto S1-5 se observé que a 50 uM induce una
citotoxicidad considerable en dos de las lineas celulares de estudio;

MDA-MB231 y PC-3.

Sin embargo, al realizar el andlisis posterior del compuesto a diferentes
concentraciones se observo una perdida en la actividad citotéxica y no se
logré calcular una Clsp en PC-3 y en MDA-MB-231 (Figura 21). Con este
hecho se puede sugerir que para este compuesto la estabilidad disminuye

y con ello disminuye su citotoxicidad.
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Figura 21. Viabilidad celular de la linea MDA-MB-231 y PC-3 expuesta con la piridina
S1-5 a 72 h de tratamiento. Resultados procesados con GradPhad Prism 7.0 mediante
ANOVA con a<0.05.
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8.6 Citotoxicidad de la serie 2 de piridinas

Siguiendo el estudio con la Serie 2 de piridinas se realiz6 el mismo
analisis inicial a la serie de compuestos a 50 pM en ambos tiempos de
exposicion y se determiné si alguno induce una disminucion significativa

de la viabilidad celular.

Como se observa en la Figura 22 y 23, varios compuestos de esta serie
presentaron citotoxicidad baja y ninguno ocasioné disminucion
significativa de la viabilidad. Por lo anterior, no se realizé la evaluacion a
diferentes concentraciones para poder determinar los valores de Clso en

alguna linea celular.

En cuanto a la observacién al microscopio, todos los compuestos
evaluados a una concentracion de 50 uM presentaron precipitados en el
medio de cultivo. Esta observacion se puede atribuir a la complejidad
estructural y los grupos hidrofébicos que presentan los compuestos de
esta serie de piridinas lo cual, evidentemente limitd su actividad bioldgica

(Anexo B).
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Figura 22. Viabilidad de las lineas celulares empleadas expuestas a piridinas

de la Serie 2 a una concentracion de 50 uM a 48 h de tratamiento. Resultados
procesados con GradPhad Prism 7.0 mediante ANOVA con a<0.05.
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Figura 23. Viabilidad de las lineas celulares empleadas expuestas a piridinas de la
serie 2 a una concentracién de 50 pM a 72 h de tratamiento. Resultados procesados
con GradPhad Prism 7.0 mediante ANOVA con a<0.05.
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8.7 Citotoxicidad de la serie 3 de piridinas

En lo que respecta con la Serie 3 y al igual que a las anteriores series de
piridinas, se realiz6 un experimento inicial con una concentracion de
50 uM para todos los compuestos, con una exposicion de 48y 72 h en las

lineas celulares de estudio.

Con resultados preliminares, en la Figura 24 se puede observar gque seis
de los compuestos de esta serie presentaron una actividad citotéxica
significativa por debajo del 50%. Los resultados se observaron a las
48 h. Sin embargo, al ser mas notoria la respuesta de las lineas celulares
a las 72 h, se decidi6 realizar el estudio de los compuestos a diferentes

concentraciones en este tiempo de exposicion.

Posterior al estudio, se realiz6 el calculo de la Clsp de los compuestos de
la misma manera que las dos series anteriores. Se debe sefalar que los
resultados presentados en la Tabla 12 son preliminares, por lo que se
tiene que realizar mas repeticiones experimentales para corroborar los

resultados y actividad de los compuestos.

Tabla 12. Valores preliminares de Clso de la Serie 3 de piridinas a 72 h
de tratamiento.

Linea celular S3-2 S3-3 S3-5 S3-8 S3-11 S3-15

Hela 24.6 6.4 >100.0 15.8 11.7 >100.0
SW-620 23.9 4.5 18.0 10.8 2.9 >100.0
SK-LU-1 36.7 7.3 21.6 16.0 3.0 24.8
MDA-MB-231 45.0 9.9 ND >100.0 5.1 ND
PC-3 26.9 9.2 >100.0 ND 2.1 ND

* Los valores indican concentraciones micromolares de n=1.
ND= No determinado
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Figura 24. Viabilidad de las lineas celulares empleadas expuestas a piridinas de la
serie 3 a una concentracién de 50 uM a 72 h de tratamiento. n=1

Al comparar esta serie con la Serie 1 y 2 se puede observar una
complejidad estructural menor y una cantidad mayor de sustituyentes

hidrofébicos, lo cual hace a esta serie de piridina mas soluble en DMSO.

Al igual que las dos series de piridinas anteriores se pudo observar al
microscopio cristales del compuesto a la maxima concentracion, con un

intervalo de concentracién de 81-126 uM, en orden descendiente de
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concentracion (Anexo A). Cabe mencionar que a la concentraciéon de
50 uM se observaron dichos cristales en los compuestos $3-3, S3-9,

S$3-15, S3-16 y S3-20 (Anexo B).

Debido al problema de solubilidad que presentaban los compuestos se
buscé una alternativa de vehiculo para el andlisis. Uno de los vehiculos

empleados en pruebas de actividad bioldgica es el Tween 80.

8.8 Citotoxicidad de Tween 80

El Tween 80 también conocido como polisorbato 80 o monooleato de
sorbitan polioxietileno se utilizé al ser un tensoactivo no idnico
ampliamente usado en cosméticos, productos farmacéuticos y alimentos.
El Tween 80 es empleado como agente solubilizante en lineas celulares

con la finalidad de mejorar la solubilidad de farmacos [74-77].

En busca de mejorar la solubilidad de los compuestos se empled este
tensoactivo. Primeramente, se evalud su citotoxicidad en algunas de las
lineas celulares. Los valores de Clso se presentan a continuacion, los

cuales resultaron ser valores muy bajos.

En la Tabla 13 se presentan los resultados preliminares de las Clso
calculadas. Se puede observar que los valores son muy bajos. Para
confirmar la toxicidad que presenta el disolvente Tween 80 se sugiere la

realizaciéon de mas numero de experimentos.

Sin embargo, apoyados en la literatura, en donde se menciona que el

Tween 80 si presenta citotoxicidad en estudios con lineas celulares a
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concentraciones molares muy bajas (<1 pM) y dado que los compuestos

tampoco fueron solubles, ya no se continud con los experimentos [74].

Tabla 13. Valores de Clso de Tween 80 en algunas lineas celulares
empleadas a 72 h de tratamiento.

Linea celular Clso (UM)

Hela 1.6 = 0.8

SW-620 0.6 1.5

MDA-MB-231 1.0x1.1

*Los valores indican concentraciones micromolares de n=2.

De lo anterior se sabe que la solubilidad juega un papel crucial en el éxito
de una molécula candidata a medicamento. Una baja de solubilidad suele
ocasionar problemas no solamente en los ensayos in vitro e in vivo, sino
también en el desarrollo de la formulacion, lo que conlleva a deficiencias

en el efecto biolégico [78].

El problema en la busqueda de nuevos compuestos quimicos es tal que el
casi 40 % se ven abandonados por las malas propiedades a consecuencia
de la escasa solubilidad en agua o mala permeabilidad intestinal. Los
farmacos y las moléculas candidatas como nuevos medicamentos se
clasifican en cuatro grupos con base en su solubilidad y permeabilidad por

el Sistema de Clasificacion de Biofarmacos (BCS).
El BCS fue elaborado por Gordon Amidon en 1995(Tabla 14). Este sistema

es empleado no solamente para la clasificacion de medicamentos, sino

también para candidatos a farmacos aprobado por la FDA.
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Se ha documentado que el 75 % de las moléculas candidatas al desarrollo
de farmacos tienen una baja solubilidad y pertenecen a las clases Il y IV
del BCS. Por lo tanto, hay un aumento significativo en las nuevas
entidades quimicas insolubles en comparacion con los medicamentos
comercializados en la actualidad; esto refleja la escala actual del

problema.

Estos farmacos poco solubles en agua tienen una absorcion lenta lo que
conduce a una biodisponibilidad inadecuada, variable y toxicidad de la

mucosa gastrointestinal [79, 80].

Tabla 14 . Sistema de Clasificacion de Biofarmacos [81].

CLASE Solubilidad Permeabilidad

I Alta Alta
II Baja Alta
II1I Alta Baja
1V Baja Baja

Debido a que solo los compuestos en solucion se encuentran en un estado
que puede absorberse mejor desde el tracto gastrointestinal; y al ser los
productos orales la forma farmacéutica preferente por las empresas, los
costos de fabricacion se ven en aumento al buscar mejorar la solubilidad

en medio acuoso [81-83].
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8.9 Citotoxicidad del inhibidor de AKT: GSK690693

Con los resultados anteriores, en donde algunos de los compuestos de las
series inducen una baja en la viabilidad celular en mas de una linea celular
empleada. Se expuso las lineas celulares a un inhibidor de AKT, con el fin

de comparar el efecto citotdéxico de los derivados de piridina evaluados.

El compuesto GSK690693 es un derivado de aminofurazan e inhibidor
conocido de AKT de tipo competitivo de ATP. En estudios preclinicos
resulto ser un inhibidor potente y selectivo inhibiendo la proliferacion
celular de diversas neoplasias entre ellas; hematologicas, de mama,

ovario y pancreas.

Algunos autores mencionan la disminucién de la viabilidad celular y entre
su mecanismo de muerte celular la induccion de apoptosis celular. Cabe
mencionar que disminuye el numero de sustratos fosforilados de la via
PIBK/AKT/mTOR. Es por ello que se decidié emplear como referencia para
comparar su efecto citotéxico con los derivados de piridinas previamente

evaluados [43, 50, 52, 66, 67, 84-86].

En la Figura 25 se puede observar que las lineas celulares responden de
manera considerable al inhibidor de AKT. La linea celular SW-620 es
menos sensible al efecto citotéxico al presentar la menor inhibicion a la
concentracion maxima de aproximadamente 15 pM. Los resultados
sugieren que las lineas celulares empleadas si expresan alguna de las

isoformas de AKT.
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Figura 25. Viabilidad de las lineas celulares empleadas expuestas al inhibidor de AKT
GSK690693 a 72 h de tratamiento.

De la evaluacion anterior fue posible realizar el calculo preliminar de Clso

para las 4 lineas celulares de estudio (Tabla 15).

Tabla 15. Valores preliminares de Clso del inhibidor de AKT GSK690693
en las diferentes lineas celulares empleadas a 72 h de tratamiento.

Hela 57=+x0.1
SK-LU-1 5.3=*0.8
SW-620 8.8 +0.1
MDA-MB-231 6.5+1.2

Los valores indican al menos dos repeticiones n+EEM.
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Al realizar la comparacion de los resultados de la Tabla 15 con algunos de
los valores de Clso de las series de piridinas, el compuesto GSK690693
es un inhibidor con una alta actividad citotéxica con valores de Clso muy

bajos del rango de 5.3-6.5 uM.

El valor mas bajo de Clso para los compuestos de la Serie 1 fue a las
72 h de tratamiento y en la linea celular PC-3 cuyo valor para S1-3 fue

de 6.2 uM mientras que para S$S1-9 de 11.61 uM.

Al comparar las Clso de GSK690693 con los obtenidos de resultados
preliminares de la Serie 3, el compuesto S3-11 es mas citotéxico con un
valor de Clso de 2.1 uM en la linea celular PC-3. Dicha citotoxicidad es
mayor comparada con los dos compuestos de la Serie 1 y GSK69069
que tuvieron actividad citotéxica. Sin embargo, para confirmar dicha

actividad se debe aumentar el niUmero de experimentos para la Serie 3.

Por otra parte, con lo que respecta a la actividad del farmaco candidato a
medicamento, la determinacion de la Clso es esencial para comprender
las caracteristicas farmacologicas y biolégicas de un agente
quimioterapéutico. Sin embargo, la cuantificacion de medidas que indican
el grado de citotoxicidad, DLso 0 Clso, N0 deben considerarse como una
constante bioldgica a tal grado que, en un mismo laboratorio, con mismas

condiciones y mismo analista, los resultados pueden variar [87, 88].

Se debe de tener en cuenta que en el trabajo con lineas celulares dichos
valores pueden verse modificados por diversos factores del método como
pueden ser: indicador rojo fenol del medio de cultivo, cantidad de células,
condiciones de incubacion, precipitacion de proteinas y actividad

metabodlica, entre otros.
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Cabe mencionar que las lineas celulares son resultados de anomalias en
células sanas, por lo que entre pase y pase las caracteristicas pueden
verse modificadas, esto aunado al estrés. Por lo que es recomendable

regresar a las células congeladas durante los primeros pases [89-91].

Entre las consideraciones en el ensayo de actividad citotoxica con lineas
celulares se encuentra la caracteristica del farmaco a evaluar,
principalmente la solubilidad y estabilidad. Los compuestos de baja
solubilidad pueden precipitar, reduciendo asi la concentracion del mismo

y produciendo una menor respuesta bioldgica.

Otra consideracion al momento de realizar ensayos de actividad citotéxica
es la inestabilidad quimica de los compuestos en las condiciones del
ensayo. Algunos compuestos pueden parecer menos activos de lo que son

en realidad bajo las condiciones de la evaluacion [91].

Finalmente, en cuanto al método de ensayo de MTT, en el cual se evalla
la actividad metabdlica de las células, se debe tener en cuenta que dicha
actividad puede interferir con las lecturas del andlisis. Es decir, si se tiene
un mismo numero de células entre pozo y pozo, pero una diferencia en la
actividad metabdlica de las células, la lectura por ende sera diferente. Por
lo que a menor actividad metabdlica menor seréa la formacién de formazan

ocasionando un valor de absorbancia menor y viceversa [55].

Por lo tanto, es imprescindible para los quimicos el desarrollo de agentes
anticancerigenos con buena solubilidad en agua y efecto citotdxico

favorable y con mayor selectividad para disminuir los efectos secundarios.
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9. CONCLUSIONES

» Los compuestos S1-3 y S1-9 de la Serie 1 de piridinas presentaron
actividad citotoxica significativa en las lineas celulares Hela,
SW-620 y PC-3.

» Los compuestos de la Serie 2 no presentd actividad citotoxica en
ninguna de las lineas celulares.

» Los compuestos de la Serie 3 fueron los mas solubles en DMSO.
Los compuestos S3-1, S3-3, S3-5, S3-8, S3-11 y S3-15
presentaron actividad citotéxica significativa.

» Los compuestos $3-3 y S3-11 presentaron los valores de Clsp mas
bajos en comparacion con los obtenidos por los compuestos de la
Serie 1.

» La linea celular PC-3 resultd ser la mas sensible a la actividad
citotoxica de los compuestos de las tres series de piridinas, siendo

la Serie 3 a la que mayor sensibilidad presento.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados presentados hasta el momento, incluidos los preliminares,
confirmar la capacidad citotoxica de algunos compuestos de las diferentes
series de piridinas; no obstante, se desconoce el mecanismo de muerte
celular. Por lo tanto, se plantean las siguientes perspectivas para

evaluaciones futuras:

* Aumentar el numero de experimentos de las evaluaciones en las
cuales se obtuvieron resultados preliminares para tener una mayor
certeza del efecto observado anteriormente.

» Realizar ensayos de actividad inhibitoria in vitro en lineas celulares
sanas para evaluar su seguridad como compuestos
anticancerigenos.

= Determinar la actividad sobre AKT de los compuestos de la Serie 1
cuya actividad citotoxica es prometedora y el mecanismo de muerte
celular que desencadena la disminucién de la viabilidad celular por

los mismos.
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ANEXO A: CONCENTRACIONES MAXIMAS EVALUADAS

Tabla 16. Concentraciones méaximas de los compuestos de piridinas
2, 4, 6 trisustituidos evaluados con el ensayo de MTT.

Compuesto [uM] Compuesto [uM]
Cisplatino 100.0 S3-6 102.7
S1-3 53.8 S3-7 101.6
S1-5 63.7 S3-8 101.6
S1-9 49.2 S3-9 104.1
S3-1 125.8 S3-11 81.1
S3-2 100.3 S3-16 82.8
S3-3 87.5 S$3-19 115.5
S3-5 97.5 S3-20 112.4
GSK690693 14.7
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ANEXO B: FOTOGRAFIAS DE LAS LINEAS CELULARES

Figura 26. Lineas celulares en medio de cultivo DMEM y RPMI a 72 h de
tratamiento. Unicamente para la linea PC-3 se emple6 medio RPMI. A.
Hela B. MDA-MB-231 C. PC-3 D. SK-LU-1 E. SW-620
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Figura 27. Lineas celulares PC-3 y SW-360 expuestas a compuestos de la
Serie 1 de piridinas a 72 h de tratamiento. A. SW-620 con S1-2. B. PC-3

con S1-4. C. PC-3 con S1-3 D. SW-620 con S1-3. E. PC-3 con S1-5. F.

PC-3 con S1-6. G. PC-3 con S1-8. H. PC-3 con S1-9.
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Figura 28. Linea celular PC-3 expuesta a compuestos de la Serie 2 de piridinas
a 50 uM a 72 h de tratamiento. A. S2-1 B. S2-6. C. S2-8 D. S2-9. E. S2-11.
F. S2-16
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Figura 29. Lineas celulares expuestas a compuestos de la Serie 3 de piridinas a
50 uM y su maxima concentracion a 72 h de tratamiento. A. SW-620 con S3-2
B. SK-LU-1 con S$3-2 [100.3 uM]. C. SW-620 con S3-3. D. SW-620 con S3-5. E.
SW-620 con S3-7. F. SW-620 con S3-7 [101.6 pM]. G. SW-620 con S3-8 H.
SK-LU-1 con s3-9.
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Figura 30. Lineas celulares expuestas a compuestos de la Serie 3 a 50 uM y su
maxima concentracion de piridinas a 72 h de tratamiento.

A. SW-620 con $3-11. B. SW-620 con $3-11 [81.1 pM]. C. HelLa con S3-15.
D. HeLa con $3-15. E. SW-620 con $3-16. F. MDA-MB-231 con S3-17.
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ANEXO C: CULTIVO CELULAR

Preparacion de soluciones amortiguadoras: PBS, PBS-EDTA.

1. En 800 mL de agua desionizada se disolvio la cantidad indicada de
cada compuesto indicadas a continuacion. Se realizo el ajuste de
pH a 7.4 de la solucién resultante.

Solucion PBS

Compuesto Cantidad Concentracion
NacCl 80g 136.9 mM
KH2PO4 0.24 ¢ 1.76 mM
Naz>HPO4 1.44 g 10.14 mM
KCl 0.2 g 2.68 mM
H20 desionizada 1000 mL
Solucion PBS-EDTA
Compuesto Cantidad Concentracion
NacCl 80g 136.9 mM
KH2PO4 0.24 ¢ 1.76 mM
Nas>HPO4 1.44 g 10.14 mM
KCI 0.2g 2.68 mM
EDTA 0.372 g 1.0 mM
H20 desionizada 1000 mL
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2. Posteriormente del ajuste de pH, la solucion se llevé a la marca del
aforo de 1L con agua desionizada.

3. A continuacion, se esterilizé la solucion empleado sistema de
filtracion equipado con una membrana de diametro de poro de
0.22 pm.

4. Finalmente, las soluciones se almacenaron en un frasco estéril a

temperatura ambiente hasta su uso.

Preparacion de medio de cultivo DMEM Y RPMI 1640

1. En 700 mL de agua desionizada se disolvieron la cantidad de sales

indicadas para el sistema amortiguador, con agitacion constante.

Sistema amortiguador

Compuesto Cantidad Concentracion
HEPES 2.2 g 9.23 mM
NaHCOs 3.79 44.04 mM
H20 desionizada 700 mL

2. A continuacion, se afadid el contenido de un sobre de medio de
cultivo en polvo (DMEM o RPMI 1640) de GIBCO-Invitrogen® al
sistema amortiguador. Para evitar pérdidas y garantizar la
concentracion se realiz6 un enjuague al sobre. Mantener en
agitacion constante.

3. Una vez disuelto, se anadieron las siguientes soluciones comerciales
de GIBCO-Invitrogen®. Lo cual se realiz6 en campana de flujo

laminar.
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Suplementos adicionados al medio de cultivo

Solucion comercial Volumen
Aminoacidos no esenciales (100X) 10 mL
Piruvato de sodio (100X) 10 mL
Mezcla de antibiotico-antimicotico (100X) 10 mL

4. Posteriormente, se afiadidé agua desionizada estéril para completar
la cantidad de 900 mL. Menteniendo agitacién constante.

5. Se realizo la esterilizacion del medio de cultivo empleando sistema
de filtracion equipado con membrana de poro de 0.22 um.

6. Finalmente, se adicion6 en condiciones de esterilidad, suero fetal
bovino (SFB) a una concentracion de 10%. Al cual se le inactivo el
complemento manteniéndolo a una temperatura de 56°C durante
30 min. Para comprobar la esterilidad del medio, se tomé alicuota
de 4 mL y se coloc6é en una caja Petri e incubé a condiciones
estandar de cultivo. Hasta su uso, el medio se mantiene en

refrigeracién para su conservacion.
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ANEXO D: TECNICAS EXPERIMENTALES

Todas las técnicas de cultivo celular a continuacion se realizaron en

campana de flujo laminar y con material estéril.

Descongelamiento de células

1. Las células se almacenaron en viales de congelamiento a -70 °C en
un equipo ultracongelador.

2. Se descongelo rapidamente a 25 °C las células de interés.

3. Una vez que se descongelan y homogenizan, las células se
centrifugan a 800 rpm durante 5 min.

4. El botdon celular se resuspendié con 1 mL de medio de cultivo a
temperatura ambiente transfiriéndose a una caja Petri.

5. Se afiadi6 2 mL mas de medio de cultivo y se mantuvieron en
incubaciéon a 37 °C con una atmoésfera de CO2 del 5 % y 90 % de

humedad, como condiciones estandar.

Lavado y desprendimiento de células

1. Cuando las células alcanzan el 90% de confluencia celular se realiz6
el desprendimiento.

2. Con ayuda de micropipeta se retird el medio de cultivo remanente
de las cajas Petri, desechado en un recipiente de residuos con
hipoclorito de sodio al 3-5 % aproximadamente.

3. Se realiz6 lavados con 2 mL de solucion estéril de PBS.

4. Con ayuda de una micropipeta se retira el medio adicionado.
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5. Se adicion6 2.5 mL de solucién estéril de PBS-EDTA y se incuba a
condiciones estandar de cultivo, durante aproximadamente 5 min o
hasta observar una morfologia esférica sin que floten las células.

6. Con ayuda de micropipeta, se retird la solucion anterior y se afiade
2 mL de medio de cultivo estéril.

7. Se realiza el desprendimiento de las células mecanicamente con
ayuda de una micropipeta, asegurandose de que no queden células
adheridas.

8. Finalmente, con la alicuota resultante se realizé la propagacion de
células en cajas Petri, con medio de cultivo estéril, dependiendo del

tipo de células se us6 DMEM o RPMI.

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 0.001 cm? de area.

1. Se realizé la limpieza del sistema de conteo conformado por la
camara de Neubauer (BAND®) y el cubre objetos con una soluciéon
de etanol al 70%.

2. Se coloc6 el cubre objetos sobre la camara de Neubauer. Es
importante mantener el sistema en posicion horizontal sobre la
mesa de trabajo.

3. Se adicion6 una alicuota de 10 pL de una suspension celular sobre
el extremo de la cAmara de Neubauer. La alicuota ingresé a la
camara por capilaridad hasta que formé una pelicula homogénea.
Se repite el procedimiento en caso de que se pierda volumen o haya

burbujas.
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4. El conteo se realiz6 en 4 cuadrantes de 0.1 cm de longitud de la
camara de Neubauer, de los cuadrantes externos como se observa

en la Figura 31.

Figura 31. Representacion esquematica de la camara de Neubauer. A. Colocacién del
cubreobjetos. B. Vista lateral del sistema de conteo. C. Area de conteo. Tomado [92].

5. El &rea de un cuadrado de 0.1 cm de longitud es:
(0.1 cm)*(0.1 cm) = 0.01 cm? de superficie (s)

Por lo tanto, el volumen es el siguiente:

(0.01 cm? de s) *(0.01 cm de profundidad) =0.001 cm?3
0.001 cm3= 0.0001 mL

6. El célculo de las células en un cuadrado de 0.1 cm de longitud se
realiza con la siguiente ecuacion:

Numero de células contadas * 10 000

Numero de células = -
numero de cuadrantes
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Cultivo de células en placa de 96 pozos

1. Se realiz6 el desprendimiento de la monocapa adherente de un
cultivo con buena confluencia y viabilidad celular. Se siguié el
procedimiento descrito anteriormente.

2. Se realiz6 el conteo de celular, descrito con anterioridad.

3. Posteriormente, se realizaron los calculos necesarios para una
siembra de células la cual dependia del tipo de linea celular y el
tiempo de tratamiento como se observa en la Tabla 7. El volumen
final en cada pozo fue 200 pl.

4. El volumen del célculo anterior se colocé en un depositd estéril para
homogenizar constantemente durante el procedimiento.

5. A continuacién, se realizé la siembra con 200 pL con el numero de
células correspondientes empleando una micropipeta multicanal.

6. Por ultimo, terminada la siembra en las placas de 96 pozos, se
incubaron en condiciones estandar para que se adhieran a la placa

y ser utilizada en ensayos de citotoxicidad.

Congelamiento de células

1. Se realiz6 el desprendimiento celular con solucion de PBS-EDTA con
una confluencia minima de 80 %, como se mencion6 anteriormente.

2. En tubos de centrifugacion, se realiza una suspension celular con
5 mL de medio de cultivo o solucion PBS. Se realizd una
centrifugacion a 800 rpm por 5 min.

3. Se decantd el sobrenadante y se resuspende el botén celular

obtenido con 5 mL de medio de congelamiento, el cual contenia en
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5 % de DMSO como agente crioprotector en DMEM o RPMI
dependiendo de la linea celular.

4. En viales de congelamiento, se transfiere 1 mL de la suspension
celular anterior, con un total de 5 viales.

5. Los viales de congelamiento, previamente bien identificados con
nombre, fecha e iniciales del analista, se almacenan a -70°C en un

equipo ultracongelador.
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