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ABREVIATURAS

ADAR
ADC
ADN
ADP
ANOVA
ARN
ATCC
ATP
BCG
CENAPRECE
CcMmi
CMTB
DBH
DLso
DMSO
EEM
ERO
EEUU
FIC
GalN
LAM
MTT
NAG
NAM
OADC

Amidas derivadas del acido ricinoléico
Albumina bovina, dextrosa, catalasa
Acido desoxirribonucleico

Adenosin difosfato

Andlisis de varianza

Acido ribonucleico

Coleccién de cultivo americana
Adenosin trifosfato

Bacilo de Calmette-Guérin

Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades

Concentracion minima inhibitoria
Complejo Mycobacterium tuberculosis
(1S,4S)-diazabiciclo-[2.2.1]heptano
Dosis letal 50

Dimetilsulfoxido

Error estandar de la media

Especies reactivas de oxigeno
Estados Unidos

Concentracion inhibitoria fraccionada
Galactosamina acetilada
Lipoarabinomanano

Bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dinefiltetrazolio)
N-acetil glucosamina

N-acetil muramico

Acido oleico, albimina bovina, dextrosa, catalasa
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OoMS
PBS
PMA
RIF
RPMI
SDS
SIDA
TAES
B
TB-MDR
VIH

Organizacion Mundial de la Salud

Solucion buffer de fosfatos

Forbol 12-miristato-13-acetato

Rifampicina

Instituto Memorial Roswell Park

Dodecilsulfato de sodio

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
Tratamiento acortado estrictamente supervisado
Tuberculosis

Tuberculosis multidrogoresistente

Virus de inmunodeficiencia humana
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1. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa catalogada como un problema
de salud publica a nivel mundial, ya que un tercio de la poblacién esta infectada.
Se calcula que cada afno mueren 1.8 millones de personas por esta enfermedad

debido a su asociacién con otras enfermedades como VIH/SIDA y diabetes,
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aunado a la aparicion constante de casos de farmaco resistencia, hace necesario
ampliar el espectro de farmacos para el tratamiento de dicha enfermedad.

Las plantas nos proporcionan una fuente de diversos compuestos con actividad
biolégica, mismas que suministran un acervo de moléculas con potencial
farmacologico, siendo los compuestos en su forma nativa, o modificados
quimicamente.

El objetivo principal de ese trabajo fue evaluar el efecto bactericida de amidas
derivadas del acido ricinoléico (ADAR) sobre el crecimiento in vitro de
Mycobacterium tuberculosis, asi como en el contexto de infeccion en una linea

celular humana.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Tuberculosis

El término tuberculosis fue acuiado por el médico y profesor aleman Johann L.
Schldnlein, proviene del latin tuberculum, que significa “protuberancia pequena” y

del sufijo griego —osis que denota enfermedad. El agente causal de la tuberculosis
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es M. tuberculosis, ésta es una bacteria BAAR positiva que fue descrita por
primera vez en 1882 por el médico aleman Robert Koch (1).

La TB es una enfermedad que no sélo afecta al humano sino también a diferentes
especies de mamiferos como: roedores, ganado bovino, porcino, caprino, tejones,
venados, elefantes, leones y algunos mamiferos marinos (2, 3). Esta enfermedad
es causada por varias cepas de Mycobacterium llamado Complejo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB), denominado asi por poseer el 95.5 % de identidad en su
genoma. Este grupo estd conformado por ocho especies: M. tuberculosis, M.
africanum, M. canetti, M. bovis, M. bovis BCG, M. caprae, M. microti, y M.
pinnipedi (4).

A pesar de que la TB es una enfermedad predominantemente pulmonar, puede
afectar también al sistema nervioso central, linfatico, circulatorio, aparato digestivo,

huesos, articulaciones e incluso la piel (5).

2.2 Situacion actual de la Tuberculosis

De acuerdo con datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
un tercio de la poblacion mundial se encuentra infectada por M. tuberculosis y de
estas personas una de cada 10 desarrollara TB activa en algun momento de su
vida. En el afio 2015 hubo 10.4 millones de casos nuevos; de los cuales murieron
1.8 millones, por esto, la TB es la segunda causa de muerte por infecciones en el

mundo (6).
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En 2015, la OMS, asoci6 a la TB con la pobreza, por lo que la mayoria de casos
se encuentran en Asia (59 %) y Africa (26 %), mientras que en el Mediterraneo,
Europa y Ameérica solo se registraron el 7 %, 5 % y 3 %, respectivamente (ver
figura 1). A continuacion se muestra la incidencia y la mortalidad de la TB a nivel

mundial (OMS).
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Figura 1. Tasa de incidencia y mortalidad de tuberculosis, tomado de la OMS,

2014

En México, el Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de
Enfermedades (CENAPRECE), reporté en 2013 19,703 casos nuevos de TB, de
los cuales, el 81.6% fue pulmonar, el 1.4% fue meningea y el 17% de otras formas

como ganglionar, en rinones, huesos, intestinos y genitales.
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Es importante sefialar que los casos de TB pulmonar (15,384) en nuestro pais se
han asociado con diversas patologias. El 22 % con pacientes diabéticos, el 13.7 %
con desnutricion, el 6 % con alcoholismo y el 4.1 % con VIH/SIDA. Se sabe que
los individuos que padecen estas enfermedades se encuentran inmuno-

comprometidos, por ello, la TB activa se desarrolla rapidamente (7).

2.3 Etiologia de la tuberculosis pulmonar

La TB se caracteriza por la presencia de “granulomas” en los pulmones. Se
transmite de una persona a otra por via aérea, debido al contacto con las gotitas
de Pflige provenientes de la tos o estornudo de pacientes con enfermedad
pulmonar activa. Estas gotitas tienen de 1 a 3 bacilos y pueden permanecer
suspendidas en el aire varias horas. Cuando una persona inmunocomprometida

inhala estas particulas, éstas llegan hasta los alvéolos y comienza la infeccién.

En el 90 % de los casos, la infeccion se limita al sitio primario de invasion, ya que
infecta a individuos inmuno-competentes, mientras que el 10 % restante
manifiestan la enfermedad activa ya que la replicacion bacilar es continua. Los
sintomas clinicos de la TB son dolor de pecho, escalofrios, astenia, sindrome
pseudogripal, pérdida de apetito, disminucién de peso, fiebre, sudoracién
nocturna, eritema nodoso, necrosis de tejidos, tos con sangre de larga evolucion

de aproximadamente mas de tres semanas y hemoptisis (8, 9).
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2.4 Agente etiologico de la TB

Mycobacterium tuberculosis es un bacilo curvo, no esporulado, inmavil, mide de 3
a 5 uym de longitud, con una envoltura celular constituida por: capsula, pared
celular y membrana plasmatica (Figura 2). La complejidad de su envoltura le

confiere la capacidad de ser acido alcohol resistente (10).

Figura 2. Mycobacterium tuberculosis. Fotografia tomada del Centro de control y

prevencion de enfermedades de Salud publica de los EU., 2016.(11)

La capsula es la parte exterior de la envoltura, formada de polisacaridos unidos a
lipidos y proteinas. Esta capa funciona de barrera que protege contra factores
externos como: desecacion, frio y congelacién, de hecho es esta parte la mas
antigénica de la bacteria(12).

La pared celular estda compuesta por tres diferentes moléculas como:
peptidoglicanos, arabinogalactanos y acidos micolicos. De hecho, la pared celular
es el blanco comun de los farmacos antituberculosos. Los peptidoglicanos son
polimeros formados de N-acetil glucosamina (NAM) y N-acetii muramico
glicosilado (NAG). Cada polimero se une por puentes intra-peptidicos poco

comunes con uniones 3-3 (80 %) y 4-3 (20 %). La capa de arabino-galactanos
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esta fuertemente unida a los peptidoglicanos. Los arabinogalactanos estan
formados por moléculas de galactano, que es un disacarido unido a los
arabinanos. Este polimero de arabinosa, puede estar o no modificada por la union
a un grupo succinil o una galactosamina acetilada (GalN). Los arabinanos estan
unidos a la capa de acidos micolicos, formados de dos &acidos grasos: uno
saturado de cadena corta, C20-Cos; Yy otro largo e insaturado de Cgp-Coo (10). En la

figura 3 se muestra un esquema de la envoltura celular de M. tuberculosis.

Figura 3. Envoltura celular de M. tuberculosis, tomada de Kieser, 2014(10).

2.4.1 Condiciones de crecimiento
M. tuberculosis es un parasito intracelular, aerobio, microaerofilico e incluso se ha
descrito que puede sobrevivir en condiciones de anaerobiosis (13). Es mesofilo, su

temperatura éptima de crecimiento es de 37°C, aunque puede crecer en un rango
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de temperatura entre 30 a 42 °C. Crecen en rangos amplios de pH (3.5 a 7.5),
aunque el optimo es de 5.5 (14). Su tiempo de duplicacion en medio de cultivo y
en modelos animales es aproximadamente de 24 horas. El crecimiento lento de
esta bacteria y su capacidad de permanecer latente contribuyen a la naturaleza

cronica de la enfermedad (15).

M. tuberculosis forma agregados celulares compactos debido a la naturaleza
hidrofébica de su pared celular. Cuando se cultiva en medio sdlido, las colonias
son grandes, compactas, secas, granulares, amorfas, convexas, elevadas, con
bordes irregulares y de color amarillento (16). En la figura 4 se muestran las

caracteristicas de colonias crecidas en medio 7H10.

Figura 4. Caracteristicas coloniales de M. tuberculosis.

2.5 Tratamiento

El tratamiento actual contra la TB fue establecido en la década de 1960 y se
administra en un intervalo de 6 a 9 meses. Este tratamiento tiene dos objetivos
principales: matar a los bacilos metabdlicamente activos y destruir a los que se
encuentran latentes (17, 18). En la década de los 90’s, la OMS introdujo la

estrategia del tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES)(6) .El éxito
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del TAES se establece con base en los pacientes curados o que completaron su
tratamiento. En México, durante el ano 2010 se reportd una tasa de éxito del
82.3% para el tratamiento primario de TB. La mayoria de los casos no exitosos se

deben al abandono del tratamiento (6, 7).

2.5.1 Tratamiento de Primera linea

Un tratamiento tipico para TB no resistente comprende la administracion de
isoniazida, pirazinamida, etambutol y rifampicina durante dos meses, seguido por
cuatro meses de rifampicina e isoniazida (19). En el cuadro 1 se muestran los
mecanismos de accion y los diversos efectos secundarios de los antibidticos antes

mencionados.
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Cuadro 1. Antibioticos de primera linea utilizados para el tratamiento de la TB

Nombre y formula

Isoniazida

0 N
= UNH

=

Rifampicina ;

HOL o b e

Tn
P U.--"'
A [-' i.- R oy

Pirazinamida
0
M
| = NH,
N.—"

Etambutol
OH

H
N
N j/\

HO

Estreptomicina

Mecanismo de accion

Activada por la enzima
catalasa peroxidasa.
Inhibe la sintesis de
acidos micdélicos.

Evita la transcripcién, ya
que se une a la subunidad
B de la RNA polimerasa

Activada por las
pirazinamidasas. Inactiva
enzimas vitales al
disminuir el pH.

Inhibe la sintesis de
arabinogalactano,
lipoarabinomanano (LAM)
y arabinosiltransferasa
(pared celular).

Inhibe sintesis de
proteinas, se une a

~ subunidad 30s del

ribosoma.

Efectos secundarios

Insomnio, inquietud,
deficiencia de vitamina B6,
dafo hepatico, polineuritis
periférica.

Trastornos dermatolégicos,
hepaticos, hematoldgicos,

ginecologicos, inmunoldgicos

y gastrointestinales

Hepatotoxicidad, artralgia,
fotosensibilizacion de la piel,
hiperuricemia y trastornos
gastrointestinales.

Neuritis éptica y periférica,
dolor general, trastornos
gastrointestinales y
dermatoldgicos.

Ototoxicidad, insuficiencia
renal, bloqueo unidn
neuromuscular, reacciones
cutaneas.
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La administracion prolongada de los antibidticos de primera linea genera multiples
efectos secundarios, lo cual propicia que el paciente interrumpa el tratamiento.
Generalmente en estos casos se favorece la seleccion de cepas resistentes a
isoniazida y rifampicina, llamadas cepas multidrogo-resistentes [TB-MDR] (20).

Los casos de TB-MDR han aumentado en los ultimos afios, en la figura 5 se

muestran los casos de resistencia a nivel mundial (6).

Figura. 5. Porcentaje de nuevos casos de tuberculosis resistente en el mundo,

tomada de la OMS, 2016

2.5.2 Tratamiento de Segunda linea.

El tratamiento de TB-MDR tiene una duracién de 18-24 meses y consiste en una
combinacion de farmacos de primera linea a los que la bacteria siga siendo
susceptible (estreptomicina, pirazinamida y etambutol), conjuntamente con

farmacos de segunda linea como: aminoglucésidos (kanamicina, capreomicina,
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amikacina), etionamida,

cicloserina,

fluoroquinolonas (levofloxacino,

ciprofloxacino) y acido p-amino-salicilico (21). En el cuadro 2 se muestran los

mecanismos de accion y los diversos efectos secundarios de estos farmacos.

Cuadro 2. Antibi6ticos de segunda linea utilizados para el tratamiento de la TB

Nombre y formula

Aminoglucésidos

OH
HaM

;
{
0 oH )
HOZ N o ; A NH,
HO . HO7 N 2
HMN 'P'-MH

0 !
Ha -0 N
OHC 4 S-hH;

OH  CHy

Etionamida

Cicloserina

O

Hl\!%,,n NHE
O

Acido p-aminosalicilico
I

<M

P
e

-

T T

Fluoroquinolonas
Y ¢ NH
N

N
|
O

0

Mecanismo de accion

Inhibe la sintesis proteica

Inhibe sintesis de acidos

la sintesis de D-
alanil-D-alanina
celular). Bacteriostatica

Bacteriostatico.

Evitan la sintesis de DNA
inhibiendo la enzima girasa.

Efectos secundarios

Ototoxicidad, nefrotoxicidad,
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2.6 Nuevas Alternativas

El surgimiento de cepas resistentes a uno o varios antibiéticos, aunado a su
toxicidad, ha propiciado que las investigaciones estén enfocadas a desarrollar
nuevos compuestos de origen natural, semisintéticos o sintéticos.

Dentro de los nuevos farmacos utilizados esta por ejemplo; la bedaquilina que se
une selectivamente al dominio transmembranal de la ATP-sintetasa, interfiriendo
en la conversion de ADP a ATP (22). Otro compuesto es el delamanid que inhibe
la sintesis de acidos micdlicos (23).

Los productos naturales son los mas ampliamente explotados en la industria
farmacéutica ya que son una fuente valiosa de compuestos bioactivos. La gran
biodiversidad de plantas siguen siendo una de las fuentes principales de productos
naturales debido a un abundante contenido de metabolitos y vias comunes que

pueden ser facilmente manipuladas (24).

2.7 Aceite de Ricino

El aceite de ricino se obtiene de las semillas de la planta Ricinus communis,
representa aproximadamente entre el 40 al 50 % del peso total. Mientras que del
70 al 75% son ésteres de acido ricinoléico en forma de triglicéridos. A diferencia
de las propias semillas, no es téxico, por ello su uso en humanos se ha extendido
en dosis muy altas entre 10-15 g en bolo (25).

El aceite de ricino ha sido empleado desde hace cientos de afos en la medicina
tradicional mexicana por sus efectos benéficos, en el tratamiento de fiebre, como

analgésico, como anti-inflamatorio, inductor del parto, dolor estomacal, diarrea,
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pulmonar, entre muchas otras (26).

También se ha demostrado que el aceite de ricino tiene potencial bactericida
contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Serratia
marcescens, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, S. albus, Sarcina lutea,
Bacillus subtilis y Neisseria gonorrhoeae. Las propiedades de este aceite se le han

atribuido al acido ricinoléico (27).

2.8 Acido ricinoléico y sus derivados

A partir del acido ricinoléico se han preparado ésteres, amidas, aziridinas,
derivados glicosilados, poliésteres, poliuretanos, lipoaminoacidos conjugados
lipofendlicos. Estos presentan un amplio campo de aplicacion, algunos de estos
compuestos han mostrado actividad como antifungicos, antiinflamatorios,
analgésicos, antibidticos y algunos otros poseen potencial anticancerigeno (26,
28-31).

En 2010, Montes D’'Oca y col., demostraron la actividad bactericida de algunas
amidas derivadas de acidos grasos. Algunas amidas lineales y ciclicas derivadas
del acido ricinoléico tuvieron efecto contra cepas de M. tuberculosis resistentes a
rifampicina e isoniazida observando que la ricinoleilpirrolidilamida (figura 6)
presenta actividad minima inhibitoria (CMI) entre 12.5 y 6.25 ug/mL frente a cepas

resistentes (32).
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Figura 6. Estructura de la ricinoleilpirrolidilamida

Por otro lado, Rodrigues, M. O. y col. prepararon compuestos a partir de la union
de la isoniazida con diferentes acidos grasos. Estos compuestos fueron evaluados
frente a 4 cepas de M. tuberculosis (una sensible a rifampicina e isoniazida, dos
cepas resistentes a isoniazida y una cepa resistente a rifampicina), observando
que la adicion de una cadena alifatica mediante un enlace amida, aumenta la
lipofilicidad de la isoniazida, favoreciendo la entrada a la célula y disminuyendo la

CMI (33).

2.9 Amidas

Las amidas son una familia de compuestos derivados de los acidos carboxilicos,
su estructura (figura 7a) le confiere poca reactividad en comparacién con otros
derivados de acilo. La estabilidad que poseen dichos compuestos permite que
sean abundantes en los organismos, ya sea formando parte de proteinas o acidos

nucleicos (34, 35).
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Figura 7. Estructura general de una amida (A) y de la anandamida (B).

Las amidas ademas de presentar una funcidén estructural en las biomoléculas,
también intervienen en el control metabdlico ya que son moléculas sefializadoras
que participan en la regulacion de diversos procesos fisiologicos; como es el caso
de la anandamida (figura 7b) que es un neurotransmisor que induce el apetito,
regula la temperatura corporal, disminuye la ansiedad y el miedo y ademas

participa en la percepcién de dolor (36).

Diversos farmacos empleados en la actualidad son amidas, por ejemplo la
actividad de varios antibidticos se debe a la presencia del enlace amida, tal es el
caso de la penicilina (figura 8), que presenta una amida ciclica, también

denominada betalactama, que inhibe la sintesis de pared celular de las bacterias

(37).
N s
? D}on

Figura 8. Estructura quimica de la penicilina
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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La tuberculosis es un problema de salud publica a nivel mundial, actualmente se
han presentado nuevos retos en el tratamiento de esta enfermedad aun cuando no
esta asociada con el VIH. El surgimiento de cepas resistentes a los farmacos de
primera y segunda linea aunado a los efectos adversos presentados por el
tratamiento, hace necesaria la busqueda de nuevos compuestos que sean activos

contra el agente etioldgico, y de ser posible, sin efectos adversos.
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Con base en estudios realizados con amidas derivadas de acidos grasos en donde
se observa que la ricinoleilpirrolidilamida presenta mayor actividad
micobactericida. Suponemos que las amidas derivadas del acido ricinoléico
mostraran actividad frente a Mycobacterium tuberculosis, inhibiendo su
crecimiento in vitro, asi como su crecimiento intracelular en el contexto de

infeccidn en macrofagos derivados de THP-1.
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1. Determinar el efecto inhibitorio de amidas derivadas del acido ricinoléico
sobre el crecimiento de Mycobaterium tuberculosis H37 Ra (estructuras
disponibles en el Anexo 4, pagina 72)

2. Evaluar el posible efecto sinérgico de las amidas con actividad
micobactericida.
3. Evaluar el efecto toxico de las amidas sobre la viabilidad de macréfagos

derivados de la linea celular THP-1.
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6. MATERIAL Y METODOS
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6.1 Diseno experimental
Se realiz6 un estudio analitico-experimental, partiendo de un lote de bacterias de
la cepa Mycobacterium tuberculosis H37Ra, y de un cultivo continuo de la linea

celular THP-1.

6.2 Amidas derivadas del acido ricinoléico

Las amidas derivadas del acido ricinoléico fueron proporcionadas por el
laboratorio de Sintesis de Farmacos de la Unidad Multidisciplinaria de
Investigacion de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza de la UNAM, a
cargo del Dr. José Ignacio Regla Contreras. Para la sintesis de estos compuestos,
primero se realizd una trans-esterificacion del aceite de ricino conn metanol, para
generar ricinoleato de metilo, el cual, mediante una acilacion del hidroxilo en el
carbono 12, produjo el 12-fenilacetilricinoleato de metilo, que mediante una
hidrélisis enzimatica, permitié la obtencion del acido 12-fenilacetilricinoléico. Por
ultimo se prepararon las diferentes amidas mediante la reaccion de diversas
aminas via formacion de anhidrido mixto, para obtener las amidas derivadas del

acido ricinoléico (38).

6.3 M. tuberculosis y medios de cultivo.

Se utilizé Mycobacterium tuberculosis H37 Ra, cepa avirulenta adquirida de la
colecciéon americana (ATCC, por sus siglas en inglés). Se cultivd en medio liquido
Middlebrook 7H9 (ver apéndice 1) suplementado con ADC 10%, glicerol al 1% y
tween 80 al 0.05% (7H9c) y en medio solido Middlebrook 7H10 (ver anexo 1)

suplementado con OADC 10%, glicerol al 1% y tween 80 al 0.05% (7H10c).
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6.4 Determinacion de la actividad antimicobacteriana

La actividad bactericida se realizé en cultivos de M. tuberculosis H37 Ra en medio
7H9c. Primero, el stock bacteriano se centrifugd a 8000 rpm durante 10 min, el
sobrenadante se elimin6é y el paquete celular se resuspendid en medio 7H9c,
luego se transfirid la suspension a un matraz Erlenmeyer de 50 ml y se incubo
durante 7 dias a temperatura y agitacion constante (37 °C y 120 rpm) en la
incubadora Thermo Scientific MAXQ-400. En este tiempo el cultivo alcanza la fase
exponencial temprana, esto es con el fin de asegurar cultivos viables vy
homogéneos. Posteriormente, las bacterias se transfirieron a placas de 96 pozos
(1.0X10°/mL) y se adicioné 50 pl de las amidas a diferentes concentraciones (1000
a 1 pg/mL), se incubaron hasta la fase exponencial tardia (7 dias mas). Es
importante sefialar que se incluyeron controles experimentales. El cultivo de
bacterias sin ningun tratamiento (control del crecimiento) y otro cultivo donde se
afnadié rifampicina, el cual es un antimicobacteriano (control bactericida) utilizado
para tratar la TB. Se cuantificé el crecimiento bacteriano monitoreando

indirectamente la actividad metabdlica por la resazurina.

6.5 Cuantificaciéon del crecimiento bacteriano por la resazurina

Para determinar el efecto de las amidas se monitore6 el crecimiento bacteriano
por la técnica colorimétrica. Este método es rapido, confiable y reproducible, el
cual indica la actividad metabdlica (actividad enzimatica de Oxido-reduccion), lo
que representa indirectamente el crecimiento bacteriano. La resazurina es un
compuesto azul intenso que al reducirse a resofurina cambia a rosa. Dicha

reduccion se utiliza como un indice de actividad metabdlica y por tanto del
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crecimiento bacteriano. Entonces aquellas bacterias que estan creciendo reducen
la resazurina (39).

Como se menciond anteriormente, después del tratamiento del cultivo bacteriano
con las diferentes amidas se adiciono la resazurina (5 ug/ml) y se incubaron por 24
hr a 37 °C y posteriormente se evalud el cambio de color (de azul a rosa) en los
diferentes tratamientos (40). Este ensayo nos proporcion6 un valor absoluto del
crecimiento (crece; color rosa o no crece; color azul), lo que nos permitira hacer

una seleccién primaria rapida de las amidas.

6.6 Evaluacioén de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

La concentraciéon minima inhibitoria o CMI es la concentracién mas baja de un
compuesto que inhibe totalmente el crecimiento de un microorganismo. Este valor
nos da informacién sobre la sensibilidad de las bacterias; S (sensible), y R
(resistente) de un compuesto en particular. La CMI por resazurina se definié como
aquella concentracibn mas baja de la amida que evita el cambio de color de la

resazurina en medio liquido, es decir que el cultivo permanezca azul (41).

6.7 Efecto sinérgico de las ricinoleilamidas sobre el crecimiento de M.
tuberculosis.

El sinergismo es el efecto resultante de la accion combinada de dos o mas
farmacos, en comparacion con el efecto observable de cada uno de los
componentes de la mezcla por separado. La sinergia se presenta cuando se
reduce cuatro veces o mas la concentracion requerida para inhibir el crecimiento o
para eliminacion de la bacteria (42). Para evaluar el posible efecto sinérgico se

prepararon mezclas de los compuestos que presentaron una CMI entre 25 y 50
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pMg/mL. Para ello, se prepararon diluciones seriadas 1:2 partiendo de la CMI de
cada compuesto. Dichas mezclas se evaluaron sobre cultivos de M. tuberculosis
en fase exponencial temprana (7 dias posteriores a la siembra). La evaluacion del
efecto inhibitorio se realizé por el método de reduccion de la resazurina después

de 7 dias mas de incubacion.

El sinergismo se basa en el valor del indice fraccional inhibitorio (2FIC), la cual
debe dar un valor menor o igual a 0.5. El valor de ZFIC se obtiene con la siguiente
férmula (43):

CMI de x en combinacién con 'y
CMI de x solo

FIC (x +y) =

CMI de y en combinacién con x

FIC =
(x+y) CMI de y solo

6.8 Condiciones de cultivo y diferenciacién de la linea celular THP-1

La linea celular de monocitos humanos THP-1 se obtuvo de la coleccién de cultivo
americana (ATCC por sus siglas en inglés American Type Culture Collection) TIB-
202. Estas células originalmente se aislaron de sangre periférica, de un nifio de 1
ano de edad con leucemia monocitica (44).

El stock de THP-1 (1 X 10® células/mL) se descongelé a 37°C y se transfirié a un
tubo de 50 mL de fondo cdénico de propileno [Falcon] con 10 mL de medio RPMI

suplementado (Medio THP-1, ver anexo 3). Luego las células se centrifugaron a
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500g por 10 min [Beckman TJ-6R rotor TH-4]. EI paquete celular se disgrego en el
vortex [Fisher Scientific] y se resuspendié en 10 mL de medio THP. Se cuantificd
la viabilidad tiiendo las células con azul de tripano y se contaron en la camara de
Neubauer [Superior Marienfeld, Germany]. La suspension celular se ajusté a 0.2
X10° células/mL y se cultivaron a 37°C en una atmésfera himeda con CO;, al 5%
y Oy, al 95%. Los cultivos se incubaron hasta alcanzar una concentracion de 0.8 a
1.0 X10° células/mL. Posteriormente las células se lavaron como se describid
anteriormente y se resuspendieron en medio THP y se ajustd la concentracion a
0.6 X 10° células/mL.

Las THP-1 se diferenciaron a macréfagos (M THP-1) mediante la adicion de
formol 12-mirysatato 13-acetato (PMA, Sigma) a concentracion final de 50 nM a la
suspension celular (0.6X10 ®/mL), y se cultivaron 0.5 mL en cada pozo en placas
de 48 pozos [Corning] y se incubaron durante 72 h a 37°C en una atmdsfera de
5% de CO, (45). Es importante recalcar que los M¢p THP-1 presentan una mayor
capacidad fagocitica, aumento en el contenido de colesterol en la membrana
celular, mayor volumen citoplasmatico asi como la capacidad de adherirse en
superficies de cristal y plastico. También muestran incremento en el numero de
fagolisosomas y vesiculas endociticas, asi como aumento en la actividad de las

hidrolasas acidas (45, 46).
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6.9 Efecto toxico de las amidas sobre la viabilidad de los macréfagos
derivados de THP-1

Para determinar el efecto de las ADAR sobre la viabilidad de los macréfagos,
0.3X10° células se trataron con los compuestos E, F, H y N a diferentes
concentraciones (1-100 ug/mL) durante 24, 48 y 72 h. Posteriormente se cuantifico
la viabilidad celular por el método de MTT como se describe en una seccién
posterior. La evaluacion se realiz6 comparando los valores de viabilidad de las
células cultivadas en medio THP (control) con respecto a las células tratadas con

las ADAR.

6.10 Cuantificacién de la viabilidad celular por MTT

La cuantificaciéon de la viabilidad celular se basa en la reduccion del 3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio de bromidio o MTT [Sigma] que es de color
amarillo y se reduce a formazan que es de color morado. El cambio de color se
debe a la actividad de las deshidrogenasas mitocondriales y se utiliza como indice
del estado funcional de la cadena respiratoria y por consiguiente de las células
vivas. La generacion de formazan se puede detectar en el espectrofotdmetro a
una longitud de onda de 570 nm (47).

La cuantificacion del porcentaje de viabilidad celular se informé como la
proporcion de reduccion de MTT a formazan del control sin tratamiento contra los
diferentes tratamientos. Para ello se agregaron 150 ug/mL de solucion de MTT a
cada pozo, se incubo por 1 h a 37°C. Posteriormente las células se centrifugaron a
725 g por 10 min, se eliminé el medio y se adiciond isopropanol acido (ver anexo
3) para disolver los cristales de formazan. Posteriormente, se cuantificé en un

espectrofotémetro, Multiskan Ascent ¥ a 570 nm.
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6.11 Determinacion del efecto de las ADAR sobre la viabilidad de las células
infectadas con M. tuberculosis.

Se utilizaron 0.3 x 10° de células THP-1 resuspendidas en medio THP por
condicion (0.5 mL). Se cultivaron en placas de 24 pozos y se diferenciaron a
macrofagos con PMA por tres dias. Luego se elimind el sobrenadante y se
adicion6 medio fresco, inmediatamente se realiz6 la infeccion con M. tuberculosis
con un indice de infeccidn de 1:5 ( macrofagos: bacterias) y se incubaron durante
1 hora a 37°C en 5% CO.. Las células se lavaron para eliminar las bacterias del

sobrenadante y se adicion6 la amida H, se incubaron durante 72 h.

6.12 Efecto de la ADAR H sobre el crecimiento intracelular de M. tuberculosis
Para ello, primero se infectaron los macrofagos derivados de la linea celular THP-
1 con M. tuberculosis a un indice de infeccion de 1:5 (macréfagos: bacterias) en
medio THP. Después de 1 h de incubacion a 37 °C en una atmésfera de CO; al
5%, las células se lavaron para eliminar las bacterias no internalizadas (48).
Inmediatamente después, se adiciond la ADAR H a concentraciones no téxicas (4
y 6 yg/mL) y se incubaron a 37 °C en 5% de CO; durante 72 h mas. Para
determinar el efecto de dicho compuesto sobre el crecimiento intracelular se
cuantificaron las bacterias intracelulares. Los macrofagos se lisaron con 0.1% de
SDS durante 10 min y después se neutralizdé la accion del SDS mediante la
adicion de 10% de albumina sérica bovina (BSA). Finalmente, el crecimiento
bacteriano se cuantificé por UFC. Para cada condicion se realizaron diluciones

seriadas (1/10). Luego, cada dilucién se sembrd por triplicado (10ul) en medio
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solido 7H10 y se incubaron durante 21 dias y finalmente se contaron las UFC para

cada uno de los tratamientos.

6.13 Tinciéon de inmunofluorescencia LC3 para deteccion de autofagia

Para los ensayos de microscopia, 1X10° células/500 uL de medio RPMI por pozo
se cultivaron en una camara Lab-Tak Il 8-pozos, y se diferenciaron con PMA
durante 3 dias. Después las células fueron infectadas con M. tuberculosis que
expresa la proteina fluorescente mCherry, transcurrida la infeccién se trataron con
las amidas durante 24 h e inmediatamente después las células se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se tifieron con un anticuerpo anti-LC3 [Life Sciences
Enzo] y se visualizdé con FITCI. Para detectar los nucleos se tifieron con Hoechst
[Life Sciences Enzo] siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se
visualizaron en un microscopio AxioScope.A1 de fluorescencia [Carl Zeiss] y las
imagenes fueron adquiridas y analizadas con el software ZEN Pro [Carl Zeiss]

(48).

6.14 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron en el programa estadistico Prisma 5 (California,
USA). Los datos se analizaron a través de una ANOVA de una via, seguido por un
analisis de comparacion multiple Dunnett. Los valores con valor de p<0.05 se
consideraron significativos. Los datos se expresaron en media + error estandar de

la media (EEM).
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7. RESULTADOS
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7.1 Efecto bactericida de las ADB sobre M. tuberculosis H37 Ra.

Se evalu6 la actividad bactericida de 12 ADAR sobre el crecimiento de
Mycobacterium tuberculosis, de las cuales 9 inhibieron el crecimiento. De éstas,
cinco ADAR fueron las mas activas (E, F, H y N), inhibiendo totalmente el
crecimiento a concentraciones entre 25 y 75 ug/mL. En el cuadro 3 se muestra la

CMI de cada compuesto.

Cuadro 3. Efecto bactericida de las amidas sobre M. tuberculosis

ADAR (clave) 1 CMI (ug/mL) “n
B 125 4
C 125 5
D NO 5
E 50 6
F 75 6
H 25 8
| 50 6
J 125 4
K NO 4
L 125 4
M NO 4
N 75 4

'CMI (Concentracién minima inhibitoria) y 2n (niUmero de experimentos independientes)
NO: no determinada
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7.2 Efecto sinérgico de las ADAR sobre el crecimiento de M. tuberculosis

La administracion de dos o mas antibidticos para el tratamiento de enfermedades

infecciosas es una estrategia comun para hacer mas eficientes los tratamientos

por su efecto sinérgico (49). Con el fin de evaluar la posible interaccion de las

ADAR se hicieron combinaciones de los compuestos E, F y H. Se pudo observar

que solo la E, F, y H presentan sinergia parcial obteniendo valores entre 0.6 a 1.0

a concentraciones entre 6 y 38 yug/mL, en el cuadro siguiente se muestran los

resultados obtenidos.

Cuadro 4. Efecto sinérgico de las ADAR

Combinacién | Concentracion (ug/ml) | FIC X FIC Interaccion
Solo Combinado
H/E H: 25 12.5/25 H: 0.416 0.916 Sinergia
E: 50 6.25/25 E:0.5 parcial
E/N H: 50 25/37.5 H: 0.5 0.875 Sinergia
E: 75 25/18.7 E: 0.375 parcial
E/F H: 50 25/18.7 H: 0.333 0.666 Sinergia
E: 75 12.5/37.5 E: 0.333 parcial
12.5/18.7
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7.3 Efecto de las amidas con actividad bactericida sobre la viabilidad de los
macrofagos derivados de THP-1

De las ADAR con mayor actividad (E, F, H, | y N) se determin¢ la toxicidad sobre
la viabilidad en macréfagos derivados de THP-1. Se evaluaron concentraciones
entre 1y 100 ug/mL. Las ADAR E, F e | disminuyen significativamente la viabilidad
celular a partir de los 10 ug/mL, mientras que la amida H y la mezcla de amidas N

reducen viabilidad a los 8 y 5 ug/mL.

Figura 9. Efecto de las ADAR sobre la viabilidad celular de los macrofagos derivados de
THP-1. Las células se expusieron a concentraciones crecientes de las ADAR (1.0-100
pMg/mL) durante (H) 24, (A) 48 y (@) 72 h. Posteriormente se determiné la viabilidad
colorimétricamente por reduccion de MTT en las células tratadas con la ADAR E (A, B), y
F (C, D). En la figura se presenta la media del indice de viabilidad celular obtenido de
cuatro experimentos independientes. *P<0.005 vs control.
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Figura 10. Efecto de las ADAR sobre la viabilidad celular de los macrofagos derivados de
THP-1. Las células se expusieron a concentraciones crecientes de las ADAR (1.0-100
pMg/mL) durante (M) 24, (A) 48 y (@) 72 h. Posteriormente se determiné la viabilidad
colorimétricamente por reduccion de MTT en las células tratadas con la ADAR H (A), | (B,
C) y N (D, E). En la figura se presenta la media del indice de viabilidad celular obtenido
de cuatro experimentos independientes. *P<0.005 vs control.

7.4 Dosis letal 50 de las ADAR con actividad micobactericida

La dosis letal es una forma de expresar el grado de toxicidad de una sustancia.
Como norma general se utiliza la dosis semiletal o DLsy que indica la toxicidad de
un compuesto en un modelo animal o celular y se define como la concentracion de

una sustancia para matar al 50% de la poblacion (50). La DLsg de los compuestos

OMAR MORALES BARRIENTOS 46



que se evaluaron se encuentra por debajo del valor de sus respectivos valores de
CMI. En las primeras 24 horas las ADAR tienen valores de DLso entre 11 y 37
pug/mL, mientras que a las 48 h muestran valores entre 10 y 35 pg/mL. Finalmente
alas 72 h las ADAR muestran toxicidad semiletal entre 9 y 28 uyg/mL. En el cuadro

siguiente se reportan los valores de DLsg para los tres tiempos evaluados.

Cuadro 5. Valores de la Dosis Letal 50 de las ADAR (DLso)

ADAR 24 h 48 h 72h
SMF-148 (E) |30.79+0.147 | 27.37 £5.116 22.37 £ 2.665
IMM-607 (F) | 36.78 +1.870 | 33.43 £ 0.263 27.91 £ 2.301
SMF-158 (H) | 10.79+£0.717 | 9.91 £ 0.283 8.96 + 0.153
SMF-158 () |20.02+0.17 |11.5+0.283 5.16 £ 0.03
IRC-(N) 37.41 £3.243 | 35.17 £ 0.174 27.80 £0.327

7.5 Efecto de la ADAR H sobre la formaciéon de autofagosomas

Es importante resaltar que las ADAR a concentraciones entre 1 y 7.5 yg/mL no
tienen efecto toxico. Los compuestos E, F y N no presentan cambios visibles en la
morfologia. Sin embargo, la amida H, a pesar de no haber presentado cambios
significativos en la viabilidad, se observaron la formacion de vesiculas. Por ello se
evaluo si esos cuerpos membranosos son autofagosomas. Con relacién a esto se
sabe que en la autofagocitosis, la proteina LC3 migra desde el citoplasma
intracelular a vesiculas autofagicas. Por lo tanto, vesiculas que reconocen el

anticuerpo LC3 alrededor de vesiculas indican autofagia (51). Se pudo observar

OMAR MORALES BARRIENTOS 47



que la ADAR H a concentraciones de 4 y 6 ug/mL forma autofagosomas en

comparacion con las células en medio solo.

Figura 11. La ADAR H induce la formacion de autofagosomas. Las células se expusieron
a 4y 6 uyg/mL durante 24 h. La deteccién de autofagosomas se realiz6 mediante
microscopia de fluorescencia utilizando un anticuerpo anti-LC3-FITC humano. Las
imagenes fueron adquiridas a 1000X.

7.6 Efecto de la ADAR H en la viabilidad de células infectadas por M.
tuberculosis y el crecimiento intracelular bacteriano.

Recientemente, se ha demostrado que la autofagia es un mecanismo para
restringir la proliferacion de micobacterias en los macréfagos humanos (10, 51).
Por ello, primero se evalué el efecto de la ADAR H sobre la viabilidad de células
infectadas y el crecimiento intracelular de M. tuberculosis. Los resultados no
mostraron diferencias significativas en la viabilidad de las THP-1 ni el crecimiento
intracelular bacteriano después de 72 h de incubacion. Ademas tampoco se

observo un efecto sobre el crecimiento intracelular de las micobacterias.
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Figura 12. Efecto de las amidas sobre la viabilidad celular de los macréfagos de THP-1
infectados y el crecimiento intracelular de M. tuberculosis. Las células infectadas se
trataron con la ADAR H a concentraciones de 4 (A) y 6 ug/mL (B) durante 72 h y se
monitoreo la viabilidad por la reduccién de MTT cada 24 h. El crecimiento intracelular de
M. tuberculosis se monitore6 a las 48 h. En la figura A y B se presenta el porcentaje de
viabilidad celular obtenido de seis experimentos independientes. En la figura C se muestra
el promedio de dos experimentos realizados por triplicados de dos experimentos
independientes. *P<0.005 vs control.
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8.1 Efecto inhibitorio de las ADAR sobre el crecimiento in vitro de M.
tuberculosis

De los 12 compuestos que se probaron, 9 presentaron actividad bactericida sobre
la cepa de M. tuberculosis, de las cuales cuatro ADAR presentaron una CMI
menor a 100 pg/mL.

En las ultimas décadas se han descrito compuestos con actividad antimicrobiana,
antiviral, antitumoral, antiinflamatorio, analgésico, antipsicético, anti-Alzheimer,
efecto protector cardiovascular, etc. La actividad antimicrobiana de este sistema
es uno de los mas documentados (52). Por ejemplo la danofloxacina es una
quinolona con un grupo DBH, la cual presenta un potente efecto antibacteriano
(53). En este trabajo se observd que aquellos compuestos que presentan este
sistema presentan valores de CMI menores, en contraste con los que no lo
poseen. De igual manera pudo observarse que la presencia de sustituyentes que
confieren bajo impedimento estérico al DBH presentan menor CMI en
comparacion con otras amidas con grupos de mayor numero de atomos. Las
restricciones presentes en los equilibrios conformacionales del sistema DBH

favorecen la interaccidon entre moléculas.

8.2 Efecto sinérgico de las ADAR que presentan actividad contra M.
tuberculosis

Se sabe que la administracion conjunta de dos antibiéticos muestra una respuesta
significativamente favorable en el tratamiento de enfermedades infecciosas, como

es el caso de la endocarditis por enterococos, tratada con penicilina vy
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estreptomicina a partir de la década de los 50’s (54). Por ello como medida para
reducir los posibles efectos tdxicos de las amidas sobre células humanas y reducir
la dosis requerida para eliminar al patégeno se probaron combinaciones de las
amidas con actividad frente a la cepa de M. tuberculosis, observando que la
administracion de la amida E formando mezclas independientes con las amidas F,

H y N presentan sinergia parcial, reduciendo el valor de CMI.

8.3 Toxicidad de las ADAR en macréfagos derivados de THP-1

Es importante la realizacién de ensayos de toxicidad cuando se cuenta con
nuevas moléculas que puedan ser empleadas como farmacos en humanos, por
ello, organismos reguladores solicitan este tipo de estudios previo a la evaluacion
de sus efectos en humanos (55, 56). Por cuestiones de ética los ensayos
realizados en humanos se encuentran en la ultimas fases del estudio de nuevas
moléculas con aplicacién terapéutica, los primeros estudios se realizan en
animales de experimentacion, habitualmente roedores, sin embargo el gran
nuamero de animales sacrificados anualmente ha llevado a la busqueda de nuevas
alternativas con la finalidad de no generar tanto estrés al animal o que el niumero
de especimenes empleados sea menor, debido a esto se han empleado cultivos
de tejidos y cultivos celulares.

Por ello, con el fin de determinar su potencial farmacoldgico de las cinco ADAR, se
evalué su toxicidad en macrofagos diferenciados a partir de la linea celular
humana THP-1. Se determiné que concentraciones entre 10 pg/mL y 37 pg/mL

afectan significantemente la viabilidad celular. Con relacion a esto, la toxicidad
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puede estar relacionada con la presencia del grupo tetrahidropiranil unido al
hidroxilo del carbono 12, ya que estos exhiben una DLsg menor en comparacion
con los compuestos que cuentan con el grupo hidroxilo libre. Se ha demostrado
que algunas amidas derivadas del acido ricinoléico presentan actividad contra
lineas celulares de leucemia (57), de igual manera se ha observado que la unién
del grupo tetrahidropiranil a compuestos anticancerigenos disminuye la toxicidad
en tejidos sanos sin modificar la actividad en células cancerosas (58).

En concentraciones inferiores a la DLsy de las ADAR se evalu6é si generan
cambios morfologicos en las células, se demostro que la ADAR H indujo la
formacion de vesiculas de diversos tamafos. Para identificar su identidad se
evalué la presencia de la proteina LC3, componente caracteristico de los
autofagosomas maduros. De acuerdo a nuestros resultados se demostré que la
naturaleza de las vesiculas si son autofagociticas. A pesar de que se ha reportado
que la formacién de autofagosomas puede utilizarse como mecanismo para
eliminar a los patégenos intracelulares como M. tuberculosis, también es un tipo

de muerte celular (59).
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1.

Nueve de las doce amidas mostraron actividad bactericida sobre M.
tuberculosis H37 Ra (no virulenta). Las amidas H, E y N presentaron una
CMI entre 25-50 pg/mL, probando que, con base en la hipotesis, no todas
las amidas derivadas del acido ricinoléico poseen actividad contra el

patégeno.

. Las amidas E, H y N presentaron sinergia parcial disminuyendo su

concentracion minima inhibitoria (CMI), inhibiendo parcialmente el
crecimiento de M. tuberculosis H37 Ra in vitro.

La DLsy de las amidas E, F, H y N fue entre 12.5 a 80 pg/mL en
macrofagos derivados de THP-1, lo que limita su potencial aplicacion

terapéutica.

OMAR MORALES BARRIENTOS 55



10. PERSPECTIVAS
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La modificacion de la estructura de las moléculas activas podria llevar al
mejoramiento de sus propiedades antibacterianas y a la reduccién de sus efectos
téxicos en células humanas, haciendo posible que puedan avanzar a posteriores
etapas de ensayos preclinicos y clinicos para su posterior uso como alternativa al

tratamiento de la tuberculosis sensible o drogorresistente.
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ANEXO 1.Composicion de medios de cultivo para M. tuberculosis.

Los reactivos que a continuacion se mencionan a son para preparar un litro de

medio de cultivo.

Componente Medio 7H10 Medio 7H9
(gramos) (gramos)

Acido L-glutamico 0.5 0.5

Agar 15 —

Biotina 0.0005 0.0005

Citrato de amonio férrico 0.04 0.04

Citrato de sodio 0.4 0.1

Clorhidrato de piridoxina 0.001 -—-

Cloruro de calcio 0.0005 0.0005
Fosfato disédico 1.5 2.5
Fosfato monopotasico 1.5 1.0
Piridoxina -—-- 0.001
Sulfato de amonio 0.5 0.5
Sulfato de cobre 0.001 0.001
Sulfato de magnesio 0.025 0.05
Sulfato de zinc 0.001 0.001
Verde de malaquita 0.00025 -
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Medio liquido7HO
Mezclar en una botella de 500 mL 1.88 g de agar 7H9 en polvo, 1.6 mL de
glicerol, y 400 mL de agua desionizada. Agitar. Esterilizar en autoclave por 15 min
a 121°C. Enfriar a 50°C aproximadamente. Agregar 40 mL de ADC. Filtrar con

membrana de 0.22 um, guardar a 4°C.

7H10 agar (placas para cultivo de Mtb).

Colocar 497 mL de agua desionizada en un matraz de 1000 mL en agitacion con
calor, agregar poco a poco el agar, glicerol y asparagina, disolver los reactivos
hasta que el agar tome un color verde claro opaco. Después poner el agar en el
horno de microondas y calentar poco a poco, sin dejar que hierva, se saca y se
agita con la mano muy suavemente, este procedimiento se repite hasta que
cambie de color verde claro opaco a verde botella translucido. Tapar los matraces
con tapones de algodoén y gasas. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 min.
Enfriar un poco a temperatura ambiente, aproximadamente a 40 o 50 °, agregar 60
mL de OADC filtrandolo con jeringa y filtro de pirinola de 0.22 um. Agitar

suavemente y vaciar en cajas Petri.
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ANEXO 2. Preparacion de las soluciones

Dichos compuestos se preparan en fresco y se almacenan en la oscuridad debido

a que sufren foto-oxidacion.

Solucién stock 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difenil

bromuro de tetrazolio (MTT)

Reactivo Cantidad /volumen
MTT (sigma) 5mg
Agua destilada estéril 1mL

Solucién de isopropanol acido (25:1)

Reactivo Cantidad /volumen
2-propanol 192 mL
HCI1.0 M 8 mL

Acido clorhidrico 1 M

Reactivo Cantidad /volumen
HCI (Merck) 36.46 g
Agua desionizada 1000 mL
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AMIDAS 2 mg/ mL stock

Reactivo Cantidad /volumen
ADAR 2mg
DMSO (sigma) 1 mL
PBS (Bio-Whittaker) 9mL

Rifampicina (RIF) 5 mg/ mL stock

Reactivo Cantidad /volumen
RIF (sigma) o mg
DMSO (sigma) 1 mL
PBS (Bio-Whittaker) 9 mL
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ANEXO 3. Composicion de medio THP-1

Reactivo concentracion [ stock ] Concentracion Cantidad
mL
[final]
RPMI 956
HEPES (1-6, 8-10, 14, 17, 19-21, 23, 27, 33, 34, (60) 10

36, 37, 40, 42, 43, 45, 60-63)

Piruvato de Sodio (17) (60) 10
L-glutamina [200 mM] (60) 10
Estreptomicina/penicilina [5,000 U/5,000 U] [500 u/500u] 10
Stock 1 de 2-mercapto etanol [2.8 mM] 4
Mezclar muy bien y adicionar el suero fetal 110

bovino descomplementado y filtrado

previamente (Lonza)

Mezclar muy bien pero despacio para evitar la formacién de espuma vy
posteriormente filtrarlo en un sistema desechable de 1 L (Corning). Etiquetar y
almacenar en el mismo frasco del sistema de filtracion a 4°C, permanece estable

por 3 a 6 meses.
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Anexo 4. Estructura de los compuestos evaluados

Nombre del | Clave de Muestra Estructura

compuesto

200 mg/mL OY\Q
o

o
=
A IMM-617

O.
200 mg/mL m

(0]
~
B IMM-5-139

200 mg/mL OY\Q
O

(6]
=
C ECP-144

O
200 mg/mL m

(0]
7
D ECP-150

200 mg/mL \Ej

o
7
E SMF-148

200 mg/mL OH

0
7z
F IMM-607
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(0]
- i,
G SMF-160 .}:
(0]
200 mg/mL O@ 0)4
(0]
- a
H SMF-158 N
200 mg/mL O@
(e}
- M
IMM-605 i
\
200 mg/mL OH
(0]
= N
J IMM-608 Q .
200 mg/mL OH
(6]
= N-
K IMM-5-122 y
200 mg/mL 5 J 0
T X
(0]
7 N-
L IMM-548 (;\/\//\Z\)kb,ﬂ
200 mg/mL 0 2
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0]

~ b
N

M IMM-162
200 mg/mL o
T O
N IRC-696-B Mezcla pirrolidina-higuerilla
200 mg/mL
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