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Resumen

Las hidrazidas son grupo de compuestos muy versatiles, ya que poseen una gran capacidad
para formar nuevos derivados. Debido a esto, se les han atribuido diversas actividades
farmacoldgicas, siendo las mas importantes la actividad anticancerigena, antiinflamatoria,
analgésica y antimicrobiana. Por otro lado, la endometriosis es un trastorno ginecologico de
dificil diagndstico, en donde los macrofagos peritoneales cumplen un importante rol, ya que
se ha visto un aumento de este tipo celular y sus citoquinas en mujeres que padecen esta
patologia. El objetivo de este estudio fue demostrar que una serie de 7 nuevos compuestos
derivados de hidrazonas presentaba actividad antitumoral sobre células mieloides,
antiinflamatoria y antimicrobiana en modelos in vitro. Como modelos para la actividad
antitumoral, se utilizaron dos lineas celulares mieloides, provenientes de leucemia
promielocitica humana (HL-60) y leucemia eritromieloide aguda (K562), mientras que para
la actividad antiinflamatoria se utilizaron las células HL-60 diferenciadas a células tipo
macrofagos y macrofagos peritoneales derivados de endometriosis, en estas células también
se determind la toxicidad de la serie de compuestos. Ademas, se evaluaron los compuestos
sobre los microorganismos oportunistas Escherichia coli y Candida albicans. De la serie de
compuestos evaluados, el compuesto 4 fue el que evidencié resultados mas atractivos, ya que
mostrd tener una potente actividad antiproliferativa sobre el modelo tumoral celular, sin
afectar la viabilidad de células diferenciadas. Por otro lado, se observd que este compuesto
fue capaz de reducir significativamente los niveles basales de la citoquina proinflamatoria
IL-1pB en celulas tipo macréfagos derivados de la linea celular HL-60, ademas de mostrar una
tendencia a la disminucidn de los niveles basales de TNF-a e IL-6 producidos por macréfagos
peritoneales de mujeres con endometriosis. Sin embargo, dicho compuesto no tuvo ninguna
actividad sobre E. coli, y con la dosis 1 uM mostrd un aumento en el crecimiento de C.
albicans. Ademas, los ensayos llevados a cabo con macrdéfagos peritoneales de mujeres con
endometriosis mostraron un aumento significativo en los niveles de citoquinas
proinflamatorias producidas por aquellos macr6fagos que fueron estimulados con LPS, con
respecto a los que no recibieron estimulo. En conjunto, estos hallazgos sugieren que, de la
serie de compuestos evaluados, el compuesto 4 posee actividad antiproliferativa sobre lineas
celulares tumorales mieloides y una leve actividad antiinflamatoria en macréfagos, sin

afectar a los microorganismos oportunistas y células diferenciadas evaluadas.
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Summary:
Biological activity of a new series of hydrazone derivatives and their therapeutic potential

in endometriosis

Hydrazides are a group of very versatile compounds since they can form many new
derivatives. Due to this, various pharmacological activities have been attributed to these
compounds, the most important being anticancer, anti-inflammatory, analgesic and
antimicrobial activity. On the other hand, endometriosis corresponds to a gynecological
disorder of difficult diagnosis in which peritoneal macrophages fulfill an important role, since
an increase of this cell type and its cytokines has been seen in women suffering from this
pathology. The objective of this study was to demonstrate that a series of 7 new compounds
derived from hydrazones presented antitumor activity on myeloid cells, anti-inflammatory
and antimicrobial activity in in vitro models. As models for antitumor activity, two myeloid
cell lines were used, from human promyelocytic leukemia (HL-60) and chronic
erythromyloid leukemia (K562), HL-60 cells differentiated to macrophage-like cells and
peritoneal macrophages derived from endometriosis were used for anti-inflammatory
activity, the toxicity of the series of compounds was also determined in these cells. In
addition, the compounds on the opportunistic microorganisms Escherichia coli and Candida
albicans were evaluated. Of the series of compounds evaluated, compound 4 was the one that
displayed the more attractive results, since it exhibited a potent antiproliferative activity on
the tumor cell model, without affecting the viability of differentiated cells. On the other hand,
this compound significantly reduced the basal levels of TNF-a proinflammatory cytokine in
macrophage-like cells derived from the HL-60 cell line, in addition to showing a tendency to
decrease basal levels of TNF-a and IL-6 produced by peritoneal macrophages of women with
endometriosis. However, said compound had no activity on E. coli, and with a 1 uM dosage
it showed an increase in the growth of C. albicans. In addition, trials conducted with
peritoneal macrophages of women with endometriosis showed a significant increase in the
levels of proinflammatory cytokines produced by macrophages stimulated with LPS,
compared to those who did not receive stimulation. Overall, these findings suggest that, of
the series of compounds evaluated, compound 4 has antiproliferative activity on myeloid
tumor cell lines and mild anti-inflammatory activity in macrophage-like cells, without

affecting the opportunistic microorganisms and differentiated cells that were evaluated.
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1. Antecedentes

1.1. Hidrazidas

Los derivados de hidrazidas corresponden a un grupo de compuestos organicos que en su
estructura quimica poseen el grupo funcional hidrazida (-NR-NR2-) [1] (Figura 1A). Dicho
grupo funcional permite la unién de hasta 4 sustituyentes en donde uno de ellos corresponde
a un grupo acilo (Figura 1A). Dicha capacidad de unién con multiples sustituyentes, le otorga
una gran versatilidad a la hora de formar nuevos compuestos, siendo la principal ruta de
sintesis el calentamiento de las hidrazidas con acidos carboxilicos o heterocarboxilicos y
diferentes aldehidos o cetonas en disolventes organicos [2, 3], y su estructura puede ser
confirmada facilmente mediante métodos espectrales [4]. Uno de los derivados de hidrazidas
mas estudiados son las hidrazonas, estas se diferencian de las hidrazidas principalmente por
poseer un doble enlace en su estructura (RiR2C = NRs — NR4) (Figura 1B). Ademas de la
versatilidad para la formacion de nuevos compuestos, una de las ventajas de las hidrazidas-
hidrazonas es su capacidad para actuar como dadores y receptores de electrones,
permitiéndoles interactuar con diversos aminoacidos [5]. Esto les ha otorgado un gran interés
farmacoldgico en los ultimos afios, ya que farmacos ampliamente utilizados como la
nitrofurazona [6], furazolidona [7] y nitrofurantoina [8] contienen la fraccion tipica
hidrazida-hidrazona [4]. Debido a lo anteriormente expuesto, en esta seccion se revisaran los
hallazgos méas importantes de las actividades bioldgicas informadas para los derivados de

hidrazidas-hidrazonas, en donde destacan las actividades antiinflamatoria y antibacteriana.

A A HI*J' B F?|4
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R1 N R3 ‘
| Py
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Figura 1. Representacion de la estructura quimica de hidrazidas e hidrazonas. Se presenta la estructura de
hidrazidas (A) e hidrazonas (B), donde R = alquilo, arilo o0 H. Los atomos y enlaces en azul indican la funcion
hidrazida (A) o hidrazona (B) constante, mientras que el marcado en rojo (A) indica el grupo acilo siempre
presente en hidrazidas.




1.1.1. Actividad antitumoral/anticancerigena

Segun el Gltimo informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2018 [9], el
cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo antes de los 70 afios, siendo
la segunda en 91 de 172 paises. Debido a este hecho, el cancer constituye un importante
problema de salud publica a nivel mundial, cuyos gastos asociados van en aumento afio tras
afo [10]. A pesar de que existen tratamientos disponibles, solo son eficaces cuando el cancer
es detectado tempranamente, y uno de los principales problemas de los quimioterapéuticos
utilizados actualmente es la falta de selectividad que puede desencadenar terribles efectos
adversos; ademas, en muchos casos es posible la reactivacion de la patologia [11]. Es por
ello, que muchos grupos de investigacion se han centrado en la bldsqueda de nuevas
estrategias terapéuticas, entre ellas las ofrecidas por los compuestos derivados de hidrazidas-

hidrazonas.

Entre los hallazgos mas recientes relacionados con los efectos antitumorales de las
hidrazidas, destaca el trabajo de Sreenivasulu et al. [12], quienes sintetizaron una nueva serie
de compuestos y determinaron su capacidad antiproliferativa in vitro en diversas lineas
celulares derivadas de distintos tipos de cancer. Uno de los compuestos de dicha serie
demostro inducir la apoptosis in vitro en las células cancerigenas, a través de la via de

proteinas kinasa activadas por mitogenos (MAPK).

Ademas de los resultados de Sreenivasulu et al. [12], existe amplia evidencia sobre la
actividad antiproliferativa in vitro de diversos derivados de hidrazidas sobre diversas lineas
celulares de cancer [13], como por ejemplo, el cancer de pulmén [14], leucemia
promielocitica [15], cancer de colon [16], cancer de prostata [17] y cancer de mama [18-20],
de este Gltimo, incluso se ha reportado una concentracién inhibitoria media (1Cso) de 6,7 nM

sobre varias lineas celulares [14].

1.1.2. Actividad antiinflamatoria y analgésica

El tratamiento del dolor y la inflamacion sigue siendo un problema en la actualidad, ya que,
a pesar de existir una amplia gama de farmacos con este fin, la mayoria produce efectos
adversos insostenibles en terapias a largo plazo. Actualmente, los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) siguen siendo el tratamiento mas utilizado [21]. Este tipo de farmacos

inhibe de manera no selectiva las dos isoformas de la ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2),




evitando el metabolismo del &cido araquidénico (AA) y la formacion de prostaglandinas
(PGs), las cuales desencadenan un aumento de la permeabilidad vascular, edema,
hiperalgesia, pirexia e inflamacién y posibles Ulceras gastricas [22, 23]. Existen ademas
nuevas estrategias que se centran en la inhibicion selectiva de COX-2 [24, 25], pero
lamentablemente, también se han observado efectos secundarios relacionados con su uso,
especialmente a nivel renal [26]. Estos hechos destacan la importancia de investigar nuevos
farmacos con este fin, siendo de gran atractivo farmacoldgico los derivados de hidrazidas-
hidrazonas, ya que varios grupos han descrito actividades antiinflamatorias y analgésicas

para estos compuestos, ademas de otras funciones inmunomoduladoras.

En cuanto a la actividad antiinflamatoria, existen diversos estudios que avalan este efecto.
Por ejemplo, se informo que dos compuestos derivados de hidrazonas poseian actividad in
vivo en un modelo murino de edema en la pata trasera inducido por carragenano, alcanzando
niveles significativos con una dosis de 100 mg/kg a los 90 minutos, pero desafortunadamente,
a una dosis de 200 mg/kg los compuestos presentaron alto riesgo de ulceracion [27].
Mohammed et al. en 2014 [28], describieron que algunos de estos compuestos poseian mejor
actividad antiinflamatoria in vivo que el diclofenaco e incluso fueron menos ulcerogénicos
que la indometacina usada como referencia. Otro grupo evalué la actividad de los derivados
de hidrazidas-hidrazonas frente a la inflamacion pulmonar inducida por alérgenos en un
modelo murino, demostrando que con una dosis de 10 mg/kg, uno de sus compuestos era
capaz de reducir significativamente todos los marcadores utilizados para evaluar la
inflamacion, especialmente inhibiendo las citoquinas proinflamatorias y la proliferacion de
células T. Uno de los hallazgos de actividad antiinflamatoria méas alentador hasta el momento,
es el de Avila et al. [29], ya que incluye un mecanismo de accion que involucra la via de
sefializacidn que activa el factor transcripcional NF-kB, involucrado en la promocion de la
inflamacion. Estos autores mostraron que una nueva acetilhidrazona inhibia selectivamente
la IxB quinasa B (IKKp) in vitro y, ademas, suprimia la formacion de edema inducido por
AA de manera dosis dependiente en un modelo murino [29]. Teniendo en cuenta que IKK[
es una de las encargadas de fosforilar y asi promover la degradacion del inhibidor de NF-xB

(IxB) [30,31], su inhibicién reduciria la funcién proinflamatoria de NF-xB.




Con respecto a la actividad exclusivamente analgésica de los derivados de hidrazidas, varios
estudios han demostrado que sus series de compuestos son activos sobre modelos murinos
mediante el método de contracciones abdominales inducidas por &cido acético [32, 23] o
formico [33], reportando valores de ICso de incluso 1,6 mg/kg [32]. Adicionalmente,
Bhandari et al. [34] informaron que su serie de compuestos ademas de proporcionar una
inhibicién del dolor del 68,66%, presentaban una significativa actividad antiinflamatoria in

Vivo.

1.1.3. Actividad antimicrobiana

El tratamiento de las enfermedades infecciosas, tanto bacterianas como flngicas, sigue
siendo un problema de salud publica a nivel mundial, debido sobre todo al creciente nimero
de nuevos patdgenos resistentes a maltiples farmacos (MDR) [35, 36]. De hecho, es frecuente
encontrar aislados de Mycobacterium tuberculosis, el agente causante de la tuberculosis, que
expresan genes de resistencia a antibiéticos [37], lo cual es especialmente grave, ya que la
tuberculosis constituye una de las principales causas de muerte entre pacientes con el virus
de inmunodeficiencia humana (VIH) [38]. Por todo esto, se trabaja arduamente en el
desarrollo de nuevos antibidticos y antifungicos que puedan cubrir las necesidades sanitarias

actuales.

En los ultimos afios se han reportado diversos hallazgos sobre la actividad antibacteriana in
vitro de diferentes tipos de derivados de hidrazidas-hidrazonas [39, 40], tanto sobre bacterias
Gram negativas [41, 39] como Gram positivas [42, 43]. Entre los hallazgos que involucran a
bacterias Gram negativas, destaca el trabajo de Morjan et al. [41], quienes informaron que
dos de los compuestos de su serie de derivados de hidrazidas-hidrazonas, 3a y 3e, mostraban
una fuerte actividad contra Pseudomonas aeruginosa, alcanzando una concentracion
inhibitoria minima (MIC) de 0,022 y 0,195 pg/mL para 3a y 3b, respectivamente. Otro grupo
inform6 que uno de sus compuestos alcanzé una MIC de 6,25 pg/mL sobre Salmonella
typhimurium, actividad dos veces mayor que la que presentaba el cloranfenicol [39]. En tanto
Popiotek y Biernasiuk [42] informaron que tres de sus compuestos poseian una potente
actividad bactericida sobre varias cepas de bacterias Gram positivas, alcanzando valores de
MIC de entre 0,488 y 7,81 ug/mL, y mostrando una actividad mayor que antibioticos como

la cefuroxima o ampicilina. También, dos grupos independientes informaron que sus




compuestos eran activos frente a Enterococcus faecalis, ambos con MIC del orden nM [39,
44] y mas potentes que sus antibidticos de referencia [44].

Sobre M. tuberculosis se han reportado variados hallazgos que demuestran la actividad
bactericida de derivados de hidrazidas-hidrazonas principalmente sobre la cepa virulenta
H37Rv con MIC muy alentadoras [45-47], ademas de otras cepas incluso resistentes a
isoniazida (INH) [48-50]. Un hallazgo especialmente relevante fue el de John et al. en 2016
[51], quienes caracterizaron el 2-hidroxi-1-naftaldehido isonicotinoilhidrazona, una
molécula conocida por inhibir la replicacion transcripcional del VIH-1, como un nuevo

inhibidor selectivo de las aminopeptidasas de metionina (MetAP) de M. tuberculosis.

También existe amplia evidencia sobre la actividad antifngica de los derivados de hidrazidas
principalmente sobre Candida spp, en donde algunos compuestos han logrado una fuerte
actividad sobre cepas de la especie C. albicans, pero sin superar la actividad de otros
antifangicos comerciales como el fluconazol [52], mientras que otros si han conseguido
niveles mas bajos en esta especie [53]. Rutkauskas et al. [53] informaron que dos de sus
compuestos mostraban una MIC de 1,9 y 0,9 pg/mL contra C. tenuis, y uno ademas
presentaba una MIC de 3,9 pg/mL sobre Aspergillus niger. Otros grupos hicieron ensayos
antifangicos sobre maltiples cepas de Candida spp, obtenido valores de MIC por debajo de
0,25 pg/mL [54-56].

1.1.4. Actividad anticonvulsivante

La epilepsia es un trastorno neuroldgico cronico, caracterizado por descargas interictales
sincronicas, y actualmente solo cuenta con terapias paliativas que evitan las convulsiones
[57]. Por ello, es imprescindible el desarrollo de nuevos farmacos mas eficaces y con menor

neurotoxicidad.

Varios grupos de investigacion se han centrado en estudiar la actividad anticonvulsivante de
los derivados de hidrazidas-hidrazonas. La mayoria ha reportado que uno o mas de sus
compuestos posee alta actividad anticonvulsivante in vivo mediante la prueba de convulsion
méaxima por electroshock [58-60] convulsién por pentilenetetrazon subcutaneo [59, 60],
neurotoxicidad [59] y la prueba de crisis psicomotora de 6 Hz [61] en un modelo murino, con
dosis efectivas de entre 30 y 100 mg/kg [58,61].




1.1.5. Otras actividades

Ademaés de las actividades antes mencionadas de los compuestos derivados de hidrazidas-
hidrazonas, también se han reportado una diversidad de nuevas funciones para estos. Entre
ellas, las que mas destacan son: cardioprotectora [62], antihipertensiva [63], inhibidora de la
agregacion plaquetaria [64], antiviral frente al virus de VIH-1 mediante la inhibicion del
ensamblaje de la proteina de la capside [65], y antiprotozoarios frente a Trypanosoma cruzi
[66-68] y Taxoplasma gondii [69].

Ademas, algunos investigadores han descrito la actividad antioxidante de compuestos
derivados de hidrazidas-hidrazonas in vitro en un modelo de células estrelladas de higado de
rata activadas con etanol [70], o mediante la determinacion de la capacidad de captacion de
2,2-difenil-1-picrilhidacilo (DPPH), 6xido nitrico (NO), peroxido de hidrogeno (H202) y el
poder reductor de las moléculas [71].

1.2. Endometriosis

La endometriosis es un trastorno ginecolégico dependiente de estrégenos, definido como el
crecimiento de estroma y glandulas endometriales en sitios extrauterinos como el peritoneo
y los ovarios, entre otros. Los sintomas de la endometriosis pueden variar segin el lugar
donde se encuentran las lesiones, aunque entre los mas comunes se encuentra el dolor pélvico
cronico, la dismenorrea o la dispareunia profunda, y puede llegar incluso a producir
infertilidad [72]. A pesar de ser una patologia benigna, se ha descrito que en algunos casos
las células estromales pueden sufrir una transformacion maligna y desencadenar cancer
ovarico, por lo que la endometriosis constituye un factor de riesgo para el desarrollo de cancer
[73].

Actualmente, la endometriosis se considera una patologia de dificil diagndstico, ya que sélo
es posible su confirmacion mediante técnicas quirurgicas invasivas como la laparoscopia. En
cuanto a los tratamientos disponibles, los mas comunes son la supresion hormonal o la
escisidén/ablacién quirdrgica de lesiones visibles, resultando ambas terapias poco eficientes
debido a los efectos colaterales que conllevan y a la reaparicion de las lesiones,
respectivamente [74]. Con respecto a la etiologia de la endometriosis, la teoria mas
comunmente aceptada es la de Sampson [75], la cual sugiere que durante la menstruacion,

las células y los fragmentos del endometrio refluyen y se implantan en la cavidad pélvica a




través de las trompas de Falopio. Sin embargo, la menstruacion retrégrada se observa en la
mayoria de las mujeres, pero solo el 10-24% de ellas desarrollan la patologia [76], lo que
indicaria la existencia de otros mecanismos que favorecen el desarrollo del tejido endometrial
ectopico. Recientemente, Garcia-Pefiarrubia et al., [77] han propuesto una etiologia
multifactorial de la endometriosis, la cual podria involucrar la exposicién prenatal a
contaminantes quimicos que alteran el sistema endocrino, la distancia ano-genital y la
microbiota intestinal-genital que podria provocar infecciones subclinicas a lo largo de la
infancia y/o pubertad, pudiendo alterar la homeostasis y funcionalidad del sistema
inmunitario del aparato genital femenino [77]. En este sentido, también hay evidencias que
indican la existencia de una etiologia de tipo inmunolégica/inflamatoria, ya que, en
condiciones de salud los macréfagos deberian ser capaces de eliminar estos fragmentos
endometriales ectdpicos, sin embargo, se ha visto que esto no ocurre en la endometriosis [78].
Entre los principales hallazgos que apoyan esta teoria destaca el aumento de las
concentraciones de macrofagos activados, células T, células B y citoquinas inflamatorias
detectados en pacientes con endometriosis [79]. Estos hallazgos sefialan a los macrofagos
como una pieza clave en la patogenia de la endometriosis, pues se acumulan en el espacio

peritoneal de mujeres que padecen esta patologia [80].

1.2.1. Macrdéfagos peritoneales en endometriosis

Los macrdfagos son células de estirpe mieloide, pertenecientes al sistema inmunitario innato
o0 natural, siendo efectoras clave tanto en la respuesta innata como en la especifica. Son
capaces de reconocer y fagocitar patdgenos, actian como células presentadoras de antigenos
para activar a las células T y, ademas, estan involucradas en la regeneracion de tejidos, entre

otras funciones [74].

Los macrdéfagos son muy versatiles no solo en cuanto a sus funciones, sino que también se
ha visto que su fenotipo varia en funcion del tipo de respuesta inmunitaria requerida ante una
agresion tisular. Se ha observado que existen dos principales fenotipos hacia los cuales los
macrofagos pueden polarizarse cuando se activan, éstos son el fenotipo clasico o M1 y el
alternativo o M2 [81, 82]. Los macr6fagos M1 promueven una respuesta de caracter
inflamatorio, activados por agentes estresantes o citoquinas proinflamatorias [83, 84] y como

consecuencia, secretan otras citoquinas proinflamatorias y quimioquinas que participan en la




respuesta inicial a un dafio tisular o una infeccion y promueven la respuesta inflamatoria y la
proliferacion de mioblastos [85]. En contraste, los macréfagos M2 poseen un carécter
antiinflamatorio y de reparacion tisular, pudiendo ser activados por citoquinas
antiinflamatorias [86, 87] y una vez activados, estos secretan mas citoquinas
antiinflamatorias, factores de crecimiento y factores reparadores [85].

En el endometrio normal, los macréfagos se encuentran principalmente dentro del epitelio
luminal, el estroma subepitelial de la capa funcional, en agregados linfoides y adyacentes al
epitelio glandular de la lamina basal [88], constituyen aproximadamente el 10% de la
poblacién total de células inmunitarias endometriales en la fase proliferativa [89, 90], y
representan la segunda poblacién de leucocitos mas abundantes en el endometrio después de
las ceélulas T [91]. En cuanto a la endometriosis, se ha demostrado que los macrofagos
acumulados en el espacio peritoneal de mujeres con esta patologia presentan diversas
alteraciones a nivel funcional, lo que contribuiria al desarrollo y progresion de la enfermedad
[92, 93].

1.2.2. Importancia de las citoquinas en la endometriosis

Diversos hallazgos sugieren que la endometriosis corresponde a una patologia inflamatoria
que esta estrechamente relacionada con el funcionamiento anormal de los macrofagos. Por
esta razon, el perfil de secrecidn de citoquinas por parte de estas células es un objetivo clave
de estudio, demostrando que existe una gran diversidad de citoquinas en el espacio
intraperitoneal (Tabla 1), lo que podria favorecer al mantenimiento del ambiente
inflamatorio. Lamentablemente, existen algunas discordancias entre estudios sobre los
niveles de citoquinas en el ambiente peritoneal, ya que la mayoria mide sus niveles
directamente desde el fluido peritoneal extraido durante las laparoscopias exploratorias, con
procesos no estandarizados a nivel global. Ademas, se debe tener en cuenta que los niveles

de citoquinas pueden variar significativamente en los diversos estadios de la endometriosis.

Entre las citoquinas mas estudiadas en endometriosis, se encuentran las de la familia de las
interleuquinas (IL), ya que muchas de ellas han mostrado estar aumentadas en el fluido
peritoneal e incluso en el suero sanguineo de pacientes con endometriosis. Entre las
interleuquinas mas estudiadas se encuentra la IL-6, la cual se ha relacionado con el

reclutamiento de monocitos [94], la polarizacion de macrofagos peritoneales al fenotipo M2




in vitro [82], el nimero de lesiones generadas en un modelo murino de endometriosis [94], y
junto a su receptor (IL-6R) en la sefializacion reguladora del crecimiento de las células
estromales endometriales (ESC) in vitro [95]. También, se ha descrito que la disminucién de
IL-10 e IL-4 en un modelo murino con endometriosis inducida quirargicamente, disminuye
significativamente el tamafio de las lesiones endometriales [96, 97], lo que concuerda con
hallazgos anteriores [98].

Tabla 1. Variacion de las citoquinas presentes en el espacio intraperitoneal de mujeres con
endometriosis vs. mujeres sanas

Citoquina Comparacion Significancia Referencia
Endometriosis vs
Salud
Sin cambio n.s. [99]
n.s. [100]
TNF-a Aumentada, no [101]
detectable en mujeres -
sanas
MCP-1 Aumentada * [99]
**kx [101]
Kk [101]
TGF-p1 Aumentada foleid [102]
* [100]
Sin cambio n.s [103]
IL-1p Aumentada falel [102]
KKk [104]
* [99]
IL-6 Aumentada * [103]
KKk [102]
IL-8 Aumentada ** [99]
KKk [101]

*=p<0,05; ** =p<0,01; *** =p <0,001; n.s. = sin diferencia significativa (no significativa).

De acuerdo con los antecedentes expuestos, en este trabajo se pretende estudiar las
actividades inmunomoduladoras de una serie de 7 compuestos derivados de hidrazonas, de
los cuales no se muestra su estructura debido a su potencial de patentabilidad. Para investigar
las actividades inmunomoduladoras se evaluara la actividad antitumoral de los compuestos
frente a lineas celulares tumorales mieloides, la actividad antiinflamatoria sobre células tipo
macrofagos derivadas de lineas celulares y macrofagos peritoneales de mujeres con
endometriosis. Ademas, se determinaran los efectos de estos derivados de hidrazonas sobre

algunos patégenos oportunistas.




2. Objetivos e hipotesis del trabajo
2.1. Hipotesis
La nueva serie de compuestos derivados de hidrazonas posee actividad inmunomoduladora

sobre células de origen mieloide in vitro.

2.2. Objetivo general
Demostrar que una nueva serie de compuestos derivados de hidrazonas posee actividad
antitumoral sobre células mieloides y antiinflamatoria in vitro; ademas de evaluar su

citotoxicidad sobre células diferenciadas y microorganismos.

2.3. Objetivos especificos

1. Determinar la actividad antitumoral de los compuestos sobre células de origen mieloide.

2. Determinar la citotoxicidad de los compuestos sobre células diferenciadas derivadas de
lineas celulares y humanas.

3. Determinar si los compuestos modulan la produccion de citoquinas proinflamatorias en
células tipo macrofagos derivados de lineas celulares y macréfagos peritoneales de
mujeres con endometriosis.

4. Estudiar la actividad de los compuestos frente a microorganismos oportunistas.




3. Metodologia

3.1. Pacientes y obtencion de muestras.

En este estudio se incluyeron 5 pacientes con endometriosis, reclutadas desde la Unidad de
Endometriosis del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) y del
Hospital General Universitario Reina Sofia (HGURS) de Murcia, Espafia. El diagndstico de
la endometriosis se confirmd mediante anatomia patoldgica tras el tratamiento quirdrgico.
Los criterios de exclusion fueron la toma de antibidticos en la semana previa, gestacion en
los 6 meses anteriores a la cirugia, lactancia materna en los 6 meses anteriores a la cirugia,
tratamiento hormonal en los tres meses anteriores a la intervencién y padecer otras
enfermedades de naturaleza inflamatoria o autoinmune concomitantes. Todos los sujetos
incluidos en el estudio otorgaron un consentimiento informado. Para la obtencion de las
muestras de fluido peritoneal, al comienzo de la cirugia se realizaron lavados peritoneales
con aproximadamente 10 mL de tampon fosfato salino (PBS) estéril. Las muestras se
mantuvieron a 4 °C hasta su procesamiento durante el mismo dia. Los lavados peritoneales
fueron centrifugados a 1300 rpm (1319xg) durante 5 min, separando el sobrenadante para
almacenarlo a -20 °C, mientras que el sedimento se lavo de 2 a 3 veces con medio completo
DMEN (MCC-DMEN) (complementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1000 U/mL
de penicilina + estreptomicina), para posteriormente contar las células presentes en la
muestra descartando las células muertas mediante la tincion con azul de tripan. Las células
fueron congeladas en N2 liquido poniéndolas en una suspension de 500 pL de MCC-DMEN
més 500 pL de medio de congelacion (FBS con 20% de dimetilsulfoxido (DMSQ)), o bien

se sembraron durante el mismo dia como se describe en el apartado 3.4.

3.2. Lineas celulares.

Se utilizaron como modelos tumorales las lineas celulares HL-60 y K562, provenientes de
leucemia promielocitica humana y leucemia eritromieloide aguda humana, respectivamente.
Ambas lineas celulares se cultivaron en medio de cultivo completo RPMI (MCC-RPMI)
(medio RPMI complementado con 10% de suero bovino fetal y 1000 U/mL de penicilina +

estreptomicina).




3.3. Microorganismos.
Se utilizaron dos microorganismos oportunistas, estos fueron, la bacteria Escherichia coli
DH5a y el hongo diploide Candida albicans cepa SC5314.

3.4. Cultivos primarios de macréfagos peritoneales.

Se sembraron las células previamente lavadas (apartado 3.1) en una placa de 96 pocillos con
fondo plano, colocando 100.000 macréfagos por pocillo en 200 uL de MCC-DMEN vy se
incubaron 24 horas para permitir la adherencia de los macro6fagos. Cuando se us6 una muestra
previamente congelada, antes de sembrar las células, se lavaron 1 o 2 veces con MCC-DMEN
como se describe en 3.1 y se contaron descartando las células muertas mediante la tincion

con azul de tripan.

Después de 24 horas de cultivo celular, se descarto el sobrenadante que contenia el resto de
los tipos celulares no adheridos y se lavo suavemente con pequefios volimenes de MCC-
DMEN mediante el uso de micropipeta. Finalmente, se afiadieron 100 uL del MCC-DMEN,

para acondicionar las células a la espera del tratamiento que se realizé durante el mismo dia.

3.5. Diferenciacion celular.

Se diferencio la linea celular HL-60 a células tipo macréfagos mediante tratamiento con PMA
(Phorbol Myristate Acetate). Para ello, se utilizé una placa de 96 pocillos con fondo plano,
en donde se sembr6 200.000 células en 100 uL de MCC por pocillo, posteriormente se les
afiadio PMA hasta una concentracion de 0,1 pg/mL. Las células fueron incubadas durante 24
horas a 37 °C con 5% de CO:y posteriormente se reacondicionaron cambiando el medio
antiguo por 100 pL de MCC-DMEN fresco y se volvieron a incubar en las mismas

condiciones durante otras 24 horas.

3.6. Preparacion de soluciones de hidrazonas.

Se preparod un stock de los 7 compuestos a ensayar (1-7) de 1 mg/mL en DMSO. A partir de
dicho stock se realizaron diluciones seriadas u otro tipo de diluciones en el orden uM, en
MCC-RPMI para los ensayos de viabilidad celular mediante el método de reduccién de MTT,
0 bien RPMI sin rojo fenol para la evaluacion de viabilidad celular mediante el equipo de
medicion de densidad 6ptica CLARIOstar®.




3.7. Ensayo de viabilidad celular por MTT.

A las células previamente tratadas se les realizé un ensayo de viabilidad celular mediante el
ensayo de MTT, basado en la reduccion de dicho compuesto a formazano de color violeta por
parte de las enzimas mitocondriales, por lo tanto, a mayor color violeta, mayor cantidad de células
vivas. Para ello, se les afiadi6 MTT hasta alcanzar una concentracién de 0,22 mg/mL por
pocillo y se incubaron a 37 °C con 5% de COzdurante 2 horas. Posteriormente, las células se
lisaron para liberar el formazano sintetizado en el medio intracelular, mediante una solucion
de lisis (isopropanol acidificado con HCI 0,04 M y 0,1% de detergente NP-40). Los
resultados se obtuvieron mediante la lectura espectrofotométrica a 550 nm en el lector de
microplacas JUPITER de ASYS o ELx800 de BioTek.

3.8. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

Para la deteccion de citoquinas se utilizo kits comerciales de ELISA de la casa comercial
Invitrogen de medicion indirecta para IL-6, IL-1p y TNF-a con sensibilidades de 2 pg/mL
para IL-6 y IL-1pB, y 4 pg/mL para TNF-a. Cada ensayo se llevo a cabo segun las indicaciones
del fabricante, pero con algunas modificaciones de optimizacion que se detallan en el
siguiente protocolo simplificado. Se utilizé placas en tira de Thermo Scientific (Immuno
Clear Standard Modules), en donde durante el primer dia se puso 50 pL de anticuerpo de
captura 1x y se incubo durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, los pocillos se lavaron 4
veces con 250 pL de Tween al 0,05% en PBS 1x (PBS-T) y se bloqueé las uniones no
especificas mediante la incubacion de los pocillos con 150 pL del diluyente
ELISA/ELISPOT durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se volvio a lavar
3 veces como se describio anteriormente, y se afiadié 100 uL de cada muestra en duplicado,
diluyente ELISA/ELISPOT para los blancos y se realizo las diluciones seriadas de los
estandares, luego se incubd la placa durante la noche a 4 °C. En el tltimo dia, se lavo 4 veces
como antes se describio, se afiadié 50 L del anticuerpo de deteccidon 1x, y se incubo a
temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, se volvié a lavar y se afiadio 50 yL de
Streptavidina-HRP 1x (IL-6 y TNF-o) o Avidina-HRP (IL-1p), y se incubd a temperatura
ambiente durante 30 minutos, para luego volver a lavar 6 veces y afiadir 100 pL de sustrato
TMB por pocillo. Finalmente, tras 15 minutos de incubacion a temperatura ambiente con el
sustrato TMB en oscuridad, se puso 50 pL (IL-6 y IL-1B) o 100 pL (TNF-a) de Stop Solution




(H2SO4 2N) para frenar la reaccion, y se leyo la placa a 450 nm, sustrayendo los valores a
590 nm en el lector de microplacas JUPITER de ASYS.

3.9. Actividad antitumoral de hidrazonas.

Como modelo tumoral se utilizaron las lineas celulares HL-60 y K562. Para el experimento
se us6 una placa de 96 pocillos con fondo plano, en donde se puso los compuestos en
duplicado, un control sin tratamiento y un blanco de fondo, ambos por triplicado. En cada
pocillo se colocéd 12.500 células contenidas en 50 pL de MCC-RPMI y 50 uL de cada
compuesto y se incub6 durante 24, 48 0 72 horas a 37 °C con 5% de CO». Tras la incubacidn,
se realiz6 el ensayo de MTT para determinar la toxicidad de cada compuesto.
Adicionalmente, se realizo el ensayo de MTT sobre células HL-60 diferenciadas tratadas con
los mismos compuestos y cultivos primarios de macréfagos peritoneales de pacientes con

endometriosis, tratados con el compuesto mas activo (denominado compuesto 4).

3.10. Actividad antiinflamatoria de hidrazonas.

Se evaluo la produccion de citoquinas proinflamatorias por parte de modelos celulares in
vitro en presencia de los nuevos derivados de hidrazonas. Concretamente, sobre las células
HL-60 previamente diferenciadas a células de tipo macrofago como se ha detallado
anteriormente en el apartado 3.5. Para ello, se les retird el medio antiguo a las células ya
diferenciadas y se reemplazé por 200 pL del compuesto a la concentracion deseada, para
luego incubar 30 min a 37 °C y 5% de CO2 antes de afiadir lipopolisacarido (LPS) 0,1 pg/mL
para la activacion de los macrofagos. Posteriormente, las células se incubaron durante 24
horas en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se traspaso el sobrenadante con citoquinas solubles a una nueva placa de 96
pocillos y se mantuvo a -20 °C hasta el momento de realizar el ensayo de ELISA para
cuantificar las citoquinas proinflamatorias mencionadas en 3.8. Adicionalmente, se realizo
el mismo procedimiento antes descrito sobre un cultivo primario de macro6fagos peritoneales

obtenidos de mujeres con endometriosis.

3.11. Actividad antifingica de hidrazonas.
Se evalud la capacidad antifingica de la serie de hidrazonas sobre C. albicans SC5314 en su
etapa de crecimiento exponencial, la cual se cultivo previamente en agar sélido Yeast extract

Peptona Dextrosa (YPD). Se prepar0 el experimento en una placa de 96 pocillos con fondo
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plano, en donde se incluy6é un control con el antifingico Anfotericina B a 25, 41,6 y 62,5
pg/mL, con cada dilucion en duplicado, un control sin tratar y el blanco de fondo (solo
medio), ambos en triplicado. En cada pocillo se puso 100.000 células contenidas en 100 pL
de medio RPMI sin rojo fenol y 100 pL del compuesto correspondiente, luego se registro la
absorbancia a 530 nm continuamente durante 48 horas a 37 °C en el equipo CLARIOstar®.

3.12. Actividad antibacteriana de hidrazonas.

Se ensayo la actividad antibacteriana en E. coli DH5a en fase de crecimiento exponencial,
para lo que se cultivo previamente en agar sélido Luria-Bertani (LB). Se prepar6 un stock de
E. coli con OD 0,2 en medio RPMI sin rojo fenol y se agregaron los compuestos a ensayar
en el mismo medio. Se realiz6 el experimento en una placa de 96 pocillos con fondo plano,
en donde se incluyd un control con el antibidtico penicilina + estreptomicina a 2500 U/mL,
1670 U/mL y 1250 U/mL, cada dilucion en duplicado, un control sin tratar y el blanco de
fondo (solo medio), ambos en triplicado. En cada pocillo se colocé 100 uL de suspension
bacteriana y 100 pL del compuesto correspondiente, para posteriormente registrar la

absorbancia a 530 nm durante 24 horas a 37 °C en el equipo CLARIOstar®.
3.13. Analisis estadistico.

Para los ensayos de actividad antitumoral no se realiz6 ninguna prueba estadistica, sino que
se calcularon las medias y sus errores tipicos, informandose la concentracion inhibitoria
media (ICsp) calculada a partir de dichos datos. En cambio, para la actividad antiinflamatoria
sobre células tipo macrofagos determinada por la modulacién en la produccion de citoquinas
proinflamatorias, se realizo la prueba de ANOVA de una cola en primera instancia, y en los
resultados que dieron significancia estadistica mediante esta prueba, se les realiz6 un segundo
analisis mediante la prueba de Dunnet, los controles con y sin estimulo por LPS fueron
comparados mediante la prueba T de Student. La diferencia en la produccion de citoquinas
por parte de los macréfagos peritoneales de mujeres con endometriosis se analizé6 mediante
ANOVA de una cola, pero al tener varianzas desiguales también se realizo la prueba T de
Student. Para la actividad antimicrobiana también se informaron solamente las medias con
sus errores tipicos. Todos los analisis fueron realizados mediante el software GraphPrism
8.0.2.




4. Resultados
4.1. El compuesto 4 mostrdé actividad antitumoral en un modelo celular in vitro.

Se evalud la actividad antitumoral de una serie de 7 compuestos derivados de hidrazonas.
Para ello, se determind la citotoxicidad de dicha serie sobre la linea celular HL-60,
proveniente de leucemia promielocitica humana y K562, proveniente de leucemia
eritromieloide aguda, mediante el método colorimétrico de reduccion de MTT. De la serie de
compuestos, el denominado compuesto 4 presentd una visible citotoxicidad sobre la linea
celular HL-60 con respecto a los controles sin tratamiento (Figura 2), la cual se mantuvo
durante las 72 horas de tratamiento. Se pudo ver que el crecimiento en funcion del tiempo de
de las células HL-60 y K562 fue evidentemente menor cuando estas fueron tratadas con

concentraciones crecientes del compuesto 4 (Figura 3).
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Figura 2. Ensayo de citotoxicidad del compuesto 4 sobre células HL-60. Se muestra una placa representativa
del ensayo de MTT tras 48 horas de incubacidn de las células con los compuestos a concentraciones decrecientes
por cuadruplicado. En la parte inferior derecha se muestra el control de viabilidad (sin tratamiento) y el blanco
de fondo (medio mas MTT y solucion de lisis). La mayor viabilidad celular se representa con un color violeta
mas intenso como se explica en la seccion 3.7.

El compuesto 4 alcanzé valores de citotoxicidad maxima (25 puM) para la linea celular HL-
60 de 73,22 + 4,08%, 77,35 + 3,94% y 81,25 £+ 5,65% a las 24, 48 y 72 horas respectivamente,
mientras que para la linea celular K562 la citotoxicidad maxima (25 uM) alcanzo el 58,24 +
3,95%, 66,65+ 1,70% y 64,74 £ 9,67% a las 24, 48 y 72 horas respectivamente (Tabla 2). El
compuesto 4 mostré una citotoxicidad similar a lo largo del tiempo sobre ambas lineas
celulares, y exhibié un aumento de la citotoxicidad con relacidn a la concentracién con un
comportamiento logaritmico, llegando a una meseta alrededor de la concentracion 4 uM del

compuesto (Figura 4).
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Figura 3. Curva de crecimiento de células HL-60 y K562 tratadas con el compuesto 4. Se representan las
curvas de crecimiento de las células HL-60 (A) y K562 (B) tratadas con diferentes concentraciones del
compuesto 4. Los graficos se representan como la absorbancia medida a 550 nm en funcion del tiempo. Los
puntos indican las medias * el error tipico de la media.

Tabla 2. Actividad antitumoral del compuesto 4, derivado de hidrazona, sobre células HL-60 y K562.

Actividad Antitumoral de compuesto 4

Células Tiempo (horas) Citotoxicidad maxima ICso?
(%) (25 M)

24 73,22 £ 4,08 (n=7) 2,63 £ 0,24 (n=7)
HL-60 48 77,35 + 3,94 (n=8) 1,41 0,11 (n=8)
72 81,25 + 5,65 (n=6) 1,63 + 0,24 (n=6)
24 58,24 + 3,95 (n=3) 2,56 £ 0,67 (n=3)
K562 48 66, 65 + 1,70 (n=3) 3,02 £ 0,37 (n=3)
72 64,74 £ 9,67 (n=3) 2,31 £0,15 (n=3)

!Los resultados se representan como media + error tipico de la media del % de citotoxicidad con respecto a las
células sin tratamiento.
2Concentracion inhibitoria media (1Cso).

Para evaluar el potencial farmacologico de compuesto 4, se determind la concentracion
inhibitoria media (ICso), obteniéndose valores de 1Cso para la linea celular HL-60 de 2,63 +
0,24,1,41 £ 0,11y 1,63 £ 0,24 a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente (Tabla 2). Para la
linea celular K562 los valores de 1Cso fueron de 2,56 + 0.67, 3,02 + 0,37 y 2,31 + 0.15 para
las 24, 48 y 72 horas respectivamente (Tabla 2).
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Figura 4. Citotoxicidad del compuesto 4 sobre las lineas celulares HL-60 y K562. En el panel (A) se muestra
la citotoxicidad del compuesto 4 sobre la linea celular HL-60 con respeto a las células sin tratamiento, mientras
que en el panel (B) sobre K562, ambos a 24, 48 y 72 horas de incubacion a 37 °C con 5% de CO,. Los puntos
del gréfico se representan con sus barras de error como la media + error tipico de la media, con tamafio muestral
para HL-60 de n = 7, 8 y 9 para las 24, 48 y 72 horas respectivamente, mientras que para K562 el tamafio
muestral fue n = 3 para los 3 tiempos evaluados.

El resto de los compuestos de la serie (1-3 y 5-7) no presentaron una actividad antitumoral
importante a concentraciones bajas ni en HL-60 ni en K562, ademas de no mostrar un
comportamiento con patron definido (Figura 5 y 6). Aunque con la concentracion 25 uM mas
de uno mostrd cierta actividad, esta no fue de atractivo farmacolédgico debido a las altas
concentraciones necesarias, o bien porque dicha actividad no se mantuvo en el tiempo (Tabla
3). Cabe mencionar, que con ninguna de las dos lineas celulares fue posible utilizar como
control negativo el tratamiento con el disolvente del stock de los compuestos (DMSO), ya
que este no mostré una citotoxicidad directamente proporcional a la concentracion usada;
ademas, se comporté de manera diferente estando puro, que cuando se utilizO como
disolvente. Se utilizé concentraciones de DMSO en los cultivos de entre 138 uM (9,80%)
para los cultivos tratados con la dosis 25 UM de los compuestos y 0,27 uM (0,02%) para el
compuesto 4 tratado con la dosis 0,05 uM o bien 4,31 uM (0,30%) para el resto de los
compuestos (Figura 7).




Tabla 3. Compuestos con baja actividad antitumoral sobre células HL-60 y K562

Compuestos con baja actividad antitumoral en HL-60

Compuesto Tiempo (horas) Citotoxicidad méaxima (%) (25 uM)*
HL-60 K562
1 24 43,60 + 5,36 (n=4) 36,40 + 11,95 (n=3)
48 51,58 + 9,19 (n=3) 23,17 + 8,16 (n=3)
72 26,82 + 7,99 (n=4) 38,27 + 1,20 (n=3)
2 24 49,33 + 2,58 (n=4) 27,13 3,75 (n=3)
48 43,78 + 6,60 (n=4) 22,59 + 7,40 (n=3)
72 35,76 + 3,70 (n=4) 18,84 + 11,04 (n=3)
3 24 54,79 + 4,07 (n=4) 20,36 + 9,27 (n=3)
48 42,35 + 7,32 (n=4) 28,96 + 4,96 (n=3)
72 36,77 + 2,73 (n=4) 16,61 + 8,69 (n=3)
5 24 49,09 + 6,10 (n=4) 27,06 + 3,01 (n=3)
48 41,17 + 3,72 (n=4) 19,63 + 4,24 (n=3)
72 41,96 + 6,59 (n=4) 21,53 + 8,27 (n=3)
6 24 46,55 + 7,85 (n=4) 24,16 + 3,64 (n=3)
48 33,21 + 9,42 (n=4) 19,22 + 4,00 (n=3)
72 29,76 + 9,09 (n=4) 26,63 + 5,77 (n=3)
7 24 33,86 + 8,65 (n=6) 26,16 + 2,97 (n=3)
48 38,74 + 9,11 (n=7) 23,37 2,17 (n=3)
72 47,00 + 11,20 (n=6) 21,42 + 11,54 (n=3)

!Los resultados se representan como media + error tipico de la media del % de citotoxicidad con respecto a las

células sin tratamiento.
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Figura 5. Citotoxicidad inducida por los compuestos 1-3 y 5-7 en linea celular HL-60. En cada panel se
muestran los % de citotoxicidad para las células tratadas a diferentes concentraciones de cada uno de los
compuestos, con respecto a las células sin tratamiento, a 24, 48 y 72 horas de incubacion a 37 °C con 5% de
COs. (A) Compuesto 1, (B) Compuesto 2, (C) Compuesto 3, (D) Compuesto 5, (E) Compuesto 6, (F) Compuesto
7. Los puntos del gréafico se representan con sus barras de error como la media * error tipico de la media, con
un tamafio muestral de n = 4 para todos los compuestos, excepto el compuesto 7 que tuvo n = 6 para las 24 y
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Figura 6. Citotoxicidad inducida por los compuestos 1-3 y 5-7 en linea celular K562. En cada panel se
muestran los % de citotoxicidad para las células tratadas con uno de los compuestos con respecto a las células
sin tratamiento, a 24, 48 y 72 horas de incubacidn a 37 °C con 5% de CO,. (A) Compuesto 1, (B) Compuesto
2, (C) Compuesto 3, (D) Compuesto 5, (E) Compuesto 6, (F) Compuesto 7. Los puntos del grafico indican la
media + error tipico de la media para un tamafio muestral de n = 3.
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Figura 7. Citotoxicidad inducida por DMSO sobre las lineas celulares HL-60 y K562. Se muestra la
actividad citotoxica del DMSO utilizado como disolvente organico para los compuestos en las concentraciones
presentes en los ensayos sobre la linea celular HL-60 (A), y K562 (B), como control se utilizaron las células
sin tratamiento. Los puntos del gréafico se representan con sus barras de error como la media + error tipico de la
media, con un tamafio muestral n = 5 para HL-60 y n = 3 para K562.
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4.2. El compuesto 4 present6 baja citotoxicidad sobre macréfagos derivados de la
linea celular HL-60

Para determinar el efecto del compuesto 4 sobre macrofagos, se evalud su citotoxicidad sobre
células con fenotipo de macréfago derivadas de la linea celular HL-60. Para ello, tras la
diferenciacion de las células mediante la administracion de PMA, se les tratd con el
compuesto durante 24 horas y se determind la viabilidad celular mediante el método
colorimétrico de reduccion de MTT. EIl compuesto 4 mostré una citotoxicidad méaxima (25
MM) sobre estas células de 22,79 + 2,32% a las 24 horas de incubacion. Ademas, la
citotoxicidad que se obtuvo para la concentracion 2,63 uM del compuesto 4, correspondiente
a la I1Cso obtenida sobre las células HL-60 sin diferenciar con tratamiento por 24 horas, fue
de 11,99 + 1,35% (Figura 8).
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Figura 8. Actividad citotdxica del compuesto 4 frente a células tipo macréfagos derivadas de la linea HL -
60. Curva de citotoxicidad para la linea celular HL-60 diferenciada con PMA y estimulada con LPS, cuando se
trataron con el compuesto 4, respecto a las mismas células estimulada, pero sin tratamiento. Los puntos del
gréafico se representan con sus barras de error como la media * error tipico de la media, con un tamafio muestral
de n =9 para las concentraciones 25, 10 y 1 uM de compuesto, y n = 5 para la concentraciéon 5 uM.

4.3. Actividad antiinflamatoria sobre macréfagos derivados de la linea HL-60

Se evaluo la actividad antiinflamatoria de una nueva serie de 7 hidrazonas in vitro. Para ello,
se trato células tipo macrofagos derivados de la linea celular HL-60 con cada compuesto a
concentraciones similares a las utilizadas para la actividad antitumoral, y se midi6 mediante
ELISA la concentracion de las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1B y IL-6, corrigiendo
el nimero de células mediante los resultados reflejados por los ensayos de viabilidad celular

por reduccion de MTT. Debido a que el compuesto 4 mostrd tener una potente actividad
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antitumoral, se evalud su actividad con concentraciones 1, 5, 10 y 25 pM sin y con
estimulacion con LPS, mientras que, de los otros 6 compuestos solo se evalud su actividad

antiinflamatoria con concentraciones 1, 10 y 25 uM en células estimuladas con LPS.

Los resultados de los ensayos de ELISA mostraron que el compuesto 4 solo disminuyo
significativamente los niveles basales de TNF-a. Se evidencio una disminucion significativa
con dosis de 5y 10 uM del compuesto 4 para TNF-o cuando las células no recibieron un
estimulo adicional (Figura 9). En el caso de IL-1p e IL-6, el compuesto 4 no tuvo una
actividad significativa con ninguna de las dosis ensayadas. Por otro lado, se vio que solo en
IL-1p existia una diferencia significativa entre las células tipo macréfagos estimuladas con
LPS y las no estimuladas (Figura 10).
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Figura 9. Niveles de TNF-a producidos por macréfagos derivados de la linea celular HL-60 tratadas con
LPS y el compuesto 4. Niveles de TNF-a producidos por las células de manera basal (A), y frente a
estimulacion con LPS (B) tras tratamiento durante 24 horas con 4 concentraciones del compuesto 4 (C4). En
los gréaficos se representan las barras y desviaciones, como las medias + error tipico de la media para un tamafio
muestral n = 3 para las células sin estimulo y n = 6 para las células estimuladas. ** = p < 0,0021. Los analisis
estadisticos se realizaron con la prueba de ANOVA de una cola seguido por la prueba de Dunnet.
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Figura 10. Niveles de IL-1p producidos por macroéfagos derivados de la linea celular HL-60 en respuesta
a LPS y tratadas con el compuesto 4. Niveles de IL-1B producidos por las células de manera basal (A), y
frente a estimulacion con LPS (B) tras tratamiento durante 24 horas con 4 concentraciones del compuesto 4
(C4). También se representan los niveles de IL-1B producido por las células sin tratamiento sin estimulo vs las
estimuladas con LPS. En los gréaficos se representan las barras y desviaciones, como las medias * error tipico
de la media para un tamafio muestral de n = 4 para las células sin estimulo y n = 8 para las células estimuladas
y los controles. * = p < 0,05. Los andlisis estadisticos se realizaron con la prueba de ANOVA de una cola
seguido por la prueba de Dunnet. Para la comparacion de los controles se utilizé la prueba de T de Student.

Con respecto al resto de los compuestos de la serie (1-3 y 5-7), los compuestos 1 y 6
mostraron disminuir significativamente los niveles de IL-1p producidos por las células
estimuladas con LPS. El compuesto 1 mostré una disminucion significativa de IL-1f con
concentraciones 10 y 25 puM, mientras que el compuesto 6 solo mostré una disminucion
significativa con la dosis de 25 uM (Figura 11). Sin embargo, ninguno de los compuestos fue

capaz de alterar los niveles de TNF-a ¢ IL-6.
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Figura 11. Compuestos con actividad sobre IL-1p en macréfagos derivados de la linea celular HL-60
estimulados con LPS. Niveles de IL-1p producidos por macréfagos derivados de la linea celular HL-60,
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estimuladas con LPS y tratadas durante 24 horas con el compuesto 1 (A), compuesto 3 (B), compuesto 6 (C) y
compuesto 7 (D). En los graficos se representan las barras y desviaciones, como las medias + error tipico de la

media para un tamafio muestral n = 3. * = p < 0,033. Los analisis estadisticos se realizaron con la prueba de
ANOVA de una cola seguido por la prueba de Dunnet.

A modo de control, se evalud la actividad del DMSO que se utiliz6 como disolvente de las
soluciones madre de los compuestos, con las concentraciones maximas presentes en los
cultivos. Es decir, 138 uM (9,80%), 55,20 uM (3,92%) y 5,52 uM (0,39%) para las dosis 25
MM, 10 pM y 1 uM de los compuestos respectivamente. Los resultados reflejaron que el
DMSO por si solo no disminuy6 significativamente los niveles TNF-a ni de IL-6. Sin
embargo, se observd una disminucion significativa en los niveles de IL-1p con la
concentracion 138 pM, la cual fue la concentracién méxima presente en los cultivos cuando
se trataron con la dosis 25 UM de los compuestos (Figura 12). A pesar de esto, al no obtener
resultados significativos para los demas compuestos con esta dosis, se puede ver como al
igual que con el efecto antitumoral, el DMSO puro no se comportaria de la misma manera
que cuando actua como disolvente.
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Figura 12. Efecto de la concentracion de DMSO sobre la produccién de IL-1p en macréfagos derivados
de la linea celular HL-60. Se muestra el efecto del disolvente organico DMSO, utilizado para disolver los
compuestos en las soluciones madre, con las concentraciones méaximas presentes en los cultivos. Los graficos
representan los niveles de IL-1pB, mediante barras que muestran la media + error tipico de la media para un

tamafio muestral n =3. * = p < 0,033. Los analisis estadisticos se realizaron con la prueba de ANOVA de una
cola seguido por la prueba de Dunnet.




4.4. Actividad antiinflamatoria sobre macrofagos peritoneales en endometriosis

Tras verificar que el compuesto 4 disminuy6 los niveles de TNF-a en células de tipo
macro6fago derivadas de la linea celular HL-60 (Seccidn 4.3), se decidi6 evaluar su actividad
frente a cultivos primarios de macréfagos peritoneales provenientes de 5 mujeres con
diferentes estadios de endometriosis. Dichos macréfagos se estimularon con LPS para
simular el ambiente inflamatorio presente en la patologia, o bien se utilizaron sin estimulo
para determinar la actividad del compuesto 4 sobre los niveles basales de citoquinas

proinflamatorias.

Previo a realizar los ensayos para la cuantificacion de las citoquinas, se realizé un ensayo de
viabilidad celular por reduccién de MTT sobre los macréfagos luego del tratamiento con el
compuesto 4. Los resultados sugirieron que la citotoxicidad méaxima del compuesto 4 (con la
dosis 20 uM) sobre los macrdfagos peritoneales de mujeres con endometriosis fue de 31,46
+ 4,14% cuando estos fueron estimulados con LPS y de 21,97 + 8,83 cuando estos no
recibieron un estimulo adicional (Tabla 4). Sin embargo, mediante analisis al microscopio se
observé que el nimero de macrdfagos no disminuyd, sino que mas bien lo hizo la cantidad
de formazano producido por los macréfagos (Figura 13). Por lo tanto, no se trataria de
citotoxicidad del compuesto 4 sobre los macréfagos peritoneales, sino mas bien de una
disminucion en el metabolismo de las células, mostrando un menor metabolismo cuando los
macrofagos fueron estimulados con LPS (Tabla 4). Debido a esto, no se corrigio las
concentraciones de citoquinas obtenidas mediante ELISA con los resultados de viabilidad,
como se hizo con las células tipo macrofagos derivadas de HL-60. Cabe mencionar que estos
ensayos también fueron Utiles para evaluar el comportamiento de los macréfagos peritoneales

frente a condiciones control y como estos respondieron al estimulo con LPS.

Tabla 4. Disminucion del metabolismo celular de macréfagos peritoneales de mujeres con
endometriosis frente al tratamiento con el compuesto 4.

Tratamiento Disminucion del metabolismo (%)
Compuesto 4 (20 uM) + LPS 31,46 + 4,14
Compuesto 4 (20 uM) 21,97 + 8,83
Compuesto 4 (5 uM) + LPS 22,49 + 6,18

!Los resultados se representan como media * error tipico de la media.




Compuesto 4 sin estimulo Compuesto 4 con LPS

Figura 13. Macrdéfagos peritoneales de mujeres con endometriosis. En la figura se muestran los macréfagos
tras realizar el ensayo de viabilidad por reduccion de MTT, produciendo formazano de color purpura. Se
presentan los macréfagos en condiciones basales (A), estimulados con LPS (B), tratados con el compuesto 4 a
la concentracion 25 uM sobre macroéfagos sin estimulo (C) y con el mismo tratamiento sobre macréfagos
estimulados con LPS (D). Microscopio Nikon Eclipse T2 con aumento 10x.

Con respecto a los niveles de citoquinas proinflamatorias producidos por los macr6fagos
peritoneales de mujeres con endometriosis, los niveles de IL-1B no fueron detectables en 4
de las 5 muestras que se analizaron, mientras que en la quinta no fue posible medir los niveles

de citoquinas debido a la falta de suficiente muestra.

El compuesto 4 no parecio afectar los niveles de la citoquina TNF-a producida por los
macrofagos estimulados con LPS. A pesar de que los resultados no fueron significativos,
hubo una tendencia a la disminucion de TNF-a cuando los macrofagos no estimulados fueron
tratados con el compuesto 4 (Figura 14A). Por otro lado, se observo un aumento significativo
en los niveles de TNF-a cuando los macréfagos fueron estimulados con LPS con respecto a
los sin estimulo, ya sea en condiciones control, o luego del tratamiento con la concentracion
20 uM del compuesto 4 (Figura 14A). Pese a que en la Figura 14A parece haber una tendencia

al aumento de TNF-a cuando los macrofagos se trataron con la concentracion 5 uM del
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compuesto 4, esto solo se debe a que el tamafio muestral para dicha concentracion fue de n =
2, y coincidié con las muestras que produjeron mayores niveles de la citoquina, por lo que a

dichas muestras no se les realizo analisis estadistico.
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Figura 14. Niveles de citoquinas producidas por macré6fagos peritoneales de mujeres con endometriosis.
Se representan los niveles de las citoquinas proinflamatorias TNF-a (A) e IL-6 (B) producidos en cultivos
primarios de macréfagos peritoneales de mujeres con endometriosis, tratados con dos dosis diferentes del
compuesto 4 (C4). En los graficos se representan las barras y desviaciones, como las medias + error tipico de
la media para un tamafio muestral de n = 5 para los resultados de TNF-a, excepto para la concentracion 5 uM
del compuesto 4 sobre macréfagos sin estimulo y estimulados con LPS, donde el tamafio muestral fue den =1
y n= 2 respectivamente, al igual que para IL-6. El resto de los resultados para IL-6 tuvo un tamafio muestral de
n =4. * = p < 0,05; n.s. = sin diferencia significativa (no significativa). Los analisis estadisticos se realizaron
con la prueba de ANOVA de una cola seguido por la prueba T de Student.

Con respecto a IL-6, los resultados fueron similares a los obtenidos para TNF-a, sin embargo,
pese a que existio una clara tendencia al aumento en los niveles de IL-6 producida por los
macrofagos estimulados con LPS con respecto a los que no recibieron estimulo, este
resultado no present6 una diferencia estadisticamente significativa. En cambio, si hubo una
diferencia significativa entre los macrofagos tratados con la concentracion 20 uM del
compuesto 4 que fueron estimulados con LPS con respecto a los que no recibieron un
estimulo adicional (Figura 14B), al igual que para TNF-a, no se realiz6 analisis estadistico

para la concentracién 5 pM.




Es importante sefialar que algunos puntos de las muestras estimuladas con LPS se salieron
de curva de estandares, por lo que en los gréaficos se muestran los resultados obtenidos al
utilizar una proyeccion de la recta. También se graficaron los resultados obtenidos
considerando dichos puntos como la concentracién superior detectable por la curva de
estandares, los cuales no mostraron diferencias estadisticas con los resultados sin la

correccion (Anexo 1).

4.5. Actividad antimicrobiana

Se evalud la actividad antimicrobiana de la serie de compuestos derivados de hidrazonas
sobre dos patdgenos oportunistas, la bacteria Gram negativa E. coli [105] y el hongo diploide
C. albicans [106]. Para lograr dicho objetivo, se evalu6 la viabilidad de los microorganismos
tras ser tratados con los compuestos, mediante la medicién continuada con intervalos de 1
hora de dichos cultivos durante 24 o 48 horas para E. coli y C. albicans, respectivamente. En
un principio, se utilizo las concentraciones 1, 10 y 25 uM de los compuestos, preparados con
las mismas soluciones stock utilizadas para el resto de las células (1 mg/mL), usando DMSO
como disolvente. Sin embargo, los niveles de DMSO presentes en los cultivos fueron
demasiado toxicos tanto para E. coli como C. albicans. Debido a esto, para lograr disminuir
los niveles de DMSO en los cultivos, se prepararon nuevas disoluciones stock mas
concentradas de los compuestos. Para los compuestos 1-3 y 5-7 se obtuvieron disoluciones
de 5 mg/mL, mientras que para el compuesto 4, solo se logré la concentracion 2,5 mg/mL.
Cabe mencionar que los controles con DMSO se realizaron con las concentraciones mas altas
presentes en los cultivos, es decir, las mismas que cuando los microorganismos se trataron

con el compuesto 4.

Los resultados para C. albicans mostraron que el DMSO por si solo a las concentraciones
presentes en los cultivos (entre 55,10 uM o 0,40% y 2,20 uM o 0,02%) no produjo una
citotoxicidad importante, y que por el contrario, con la concentracion mayor (55,10 uM)
estimulaba el crecimiento de C. albicans, superando incluso en un 50% el crecimiento con
respecto a los cultivos sin tratamiento durante las primeras 10 horas (Figura 15A). Por otro
lado, se utilizd6 como control positivo el tratamiento con el antifiungico Anfotericina B en
diferentes concentraciones para comparar con los niveles de citotoxicidad de la serie de

hidrazonas ensayada (Figura 15B)
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Figura 15. Controles utilizados en el ensayo antifangico contra C. albicans. En el panel A se muestra el
comportamiento de C. albicans al ser tratada con las concentraciones maximas de DMSO presente en los
cultivos, representado como el porcentaje de crecimiento adicional de C. albicans con respecto a los cultivos
sin tratamiento. En el panel B se presenta la citotoxicidad de la Anfotericina B utilizada como control sobre C.
albicans con respecto a los cultivos sin tratamiento. Los puntos de los graficos se representan con sus barras de
error como la media = error tipico de la media para un tamafio muestral de n = 3.

Ademas, todos los compuestos reflejaron resultados negativos de citotoxicidad para C.
albicans, exceptuando los compuestos 3, 4 y 5, los cuales no tuvieron ningun efecto con las
concentraciones 10 y 25 pM, mientras que con la concentraciéon 1 uM también se vieron
citotoxicidades negativas (Figura 16). Debido a esto, se volvieron a analizar los datos, pero
esta vez determinando el porcentaje de aumento en el crecimiento de C. albicans estimulado
por los compuestos, con respecto a los cultivos sin tratamiento. Los resultados mostraron que
los cultivos tratados con los compuestos 1, 2, 6y 7 presentaron aproximadamente los mismos
niveles de aumento en el crecimiento con todas las concentraciones evaluadas, mientras que
los tratados con los compuestos 3, 4 y 5 solo presentaron un aumento en el crecimiento

importante (sobre el 40%) con la concentracion 1 uM (Figura 17).
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Figura 16. Actividad citotoxica de la serie de hidrazonas frente a C. albicans. Se representa la actividad de
los compuestos como la citotoxicidad con respecto a C. albicans sin tratamiento en funcion del tiempo. Cada
punto representa la media * error tipico (barra de error) para un tamafio muestral de n = 3. En la figura se
muestra la actividad de los compuestos 1 (A), 2 (B), 3(C), 4(D), 5 (E), 6 (F) y 7 (G).




A Compuesto 1 B Compuesto 2
150 150
— 1pM - 1pM
S 1001 = 10 S 1001 = 10
g S = 25uM
c €
8 B 50
= E
3 3
— S 0
O O
50 Tiempo (horas) 50 Tiempo (horas)
C Compuesto 3 D Compuesto 4
150 150
—— 1pM —~ 1uM
S 100+ = 10uM S 100+ = 10uM
S =Y - 25uM
c €
8 8 50
= E
3 3
— — 0
O O
50 Tiempo (horas) 50 Tiempo (horas)
E Compuesto 5 F Compuesto 6
150 150
— 1uM - 1uMm
S 1001 = 10uM S 100- = 10uM
o 4+ 25uM P —— 25uM
<] IS
3 50 3 50
= E
(5] o
£ 0 o 8 0 T T T T 1
o "0 50 10 20 30 40 50
50 Tiempo (horas) -50- Tiempo (horas)

G Compuesto 7
150~

g 100+

=]

c

S 50

£

8

5 o
50 Tiempo (horas)

Figura 17. Actividad estimuladora de crecimiento fingico de la serie de hidrazonas frente a C. albicans.
Se representa la actividad de los compuestos como el porcentaje de crecimiento adicional de C. albicans con
respecto a los cultivos sin tratamiento en funcién del tiempo. Cada punto representa la media + error tipico
(barra de error) para un tamafio muestral de n = 3. En la figura se muestra la actividad de los compuestos 1 (A),
2(B),3(C),4(D),5(E).6(F)y7(G)




Al igual que para C. albicans, se evalu6 en cada experimento para E. coli el efecto del DMSO
por si solo. Los resultados indicaron que las dosis de DMSO presentes en los cultivos (entre
55,1 uM 0 0,4% y 2,2 uM 0 0,02%) no tuvieron un efecto importante sobre E. coli (Figura
18A). Ademaés, como control positivo de citotoxicidad para E. coli se utilizd diferentes
concentraciones de la mezcla de antibioticos penicilina + estreptomicina (Figura 18B). Por
otro lado, los mismos compuestos que estimularon a C. albicans (1, 2, 6 y 7) también
estimularon el crecimiento de E. coli atodas las concentraciones evaluadas, pero en este caso,
el aumento en el crecimiento sobre el 40% se presento6 luego de las 10 horas de tratamiento.
Ademas, los compuestos 3, 4 y 5 no tuvieron efecto importante en el crecimiento de E. coli
con las dosis aplicadas (Figura 19 y 20).
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Figura 18. Controles utilizados en el ensayo antibacteriano contra E. coli. En el panel A se muestra el
comportamiento de C. albicans al ser tratada con las concentraciones méaximas de DMSO presente en los
cultivos. Se grafica la citotoxicidad de la bacteria en funcidn del tiempo. En el panel B se representa la
citotoxicidad de la mezcla de antibiéticos penicilina + estreptomicina utilizada como control sobre E. coli. Cada
punto representa la media + error tipico (barra de error) para un tamafio muestral de n = 3.
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Figura 19. Actividad citotéxica de la serie de hidrazonas frente a E. coli. Se representa la actividad de los
compuestos como la citotoxicidad en funcién del tiempo. Cada punto representa la media + error tipico (barra
de error) para un tamafio muestral de n = 3. Se muestra la actividad de los compuestos 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4
(D). 5(E).6(F)y7(G)
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Figura 20. Actividad estimuladora del crecimiento de E. coli de la serie de hidrazonas. Se presenta la
actividad de los compuestos como el porcentaje de crecimiento adicional de E. coli con respecto a los cultivos
sin tratamiento en funcion del tiempo. Cada punto representa la media + error tipico (barra de error) para un
tamafio muestral de n = 3. En la figura se muestran la actividad de los compuestos 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5

(E).6(F)y7(G)




5. Discusion

De la serie de compuestos evaluada, el compuesto 4 exhibié una potente actividad citotoxica
sobre las dos lineas celulares utilizadas como modelos tumorales mieloides, siendo mas
potente contra HL-60 que K562, lo cual no es sorprendente, ya que varios estudios han
indicado que K562 presenta una mayor resistencia a nuevos farmacos que HL-60 [107, 108].
Ademas, se observd que el compuesto 4 solo fue altamente citotoxico sobre células en
proliferacidn activa, mientras que en las células diferenciadas a partir de la linea celular HL-
60 presentd una minima citotoxicidad. Este resultado es interesante, ya que podria indicar
que el compuesto 4 actla sobre las vias de sefializacién involucradas en la proliferacion
celular, mas que solo tener un efecto toxico sobre cualquier tipo de células, lo que deja una
puerta abierta a la investigacion del mecanismo de accion de este nuevo derivado de
hidrazona, y las vias de sefializacion que podria estar afectando. Por otro lado, los otros 6
compuestos de la serie no mostraron una actividad importante que perdurara en el tiempo

sobre ninguna de las dos lineas celulares utilizadas.

El compuesto 4 fue capaz de disminuir significativamente los niveles basales de TNF-a
producidos por células tipo macréfagos derivados de la linea celular HL-60, con las
concentraciones 5 y 10 uM. Ademas, los compuestos 1y 6 disminuyeron significativamente
los niveles de IL-1B en células tipo macrofagos estimuladas con LPS. La mayoria de los
compuestos evaluados no mostraron alterar los niveles de citoquinas producidas por las
células, y los que presentaron actividad solo fue sobre una de las tres citoquinas
proinflamatorias evaluada. Por lo tanto, la serie de hidrazidas posee baja actividad sobre la
modulacion de la respuesta inflamatoria en el modelo in vitro de células tipo macrofagos
derivados de HL-60. Cabe mencionar que solo IL-1p mostré una diferencia significativa
entre los niveles basales y los estimulados por LPS en este modelo celular. La falta de
diferencias significativas en los niveles de las otras dos citoquinas estudiadas puede deberse
principalmente a que el estimulo con PMA para promover la diferenciacion de las células, es
tan potente que a pesar de dejar las células descansar luego de la diferenciacion, sigue
teniendo efectos estimulantes al interior de las células, por lo que el estimulo adicional con
LPS podria ser innecesario, 0 bien se podria aumentar el tiempo de descanso de las células
de 24 a 48 horas. Por otro lado, el DMSO por si sélo disminuyo significativamente los niveles

de IL-1p con la concentracion mas alta utilizada (138 uM), sin embargo, al igual que en el
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caso de los ensayos antitumorales sobre células mieloides, demostré no comportarse de la
misma manera estando puro que cuando era utilizado como disolvente para los compuestos,
ya que cuando estaba en dicha concentracion, pero actuando como disolvente, solo dos de

los siete compuestos evaluados presentaron diferencias estadisticamente significativas.

Los resultados para la actividad del compuesto 4 sobre macrofagos peritoneales de mujeres
con endometriosis no siguieron el mismo patrén que en el caso de las células tipo macréfagos
derivadas de la linea celular HL-60. Se observé que dicho compuesto no afecté la produccion
de las citoquinas proinflamatorias estudiadas cuando los macréfagos peritoneales humanos
en cultivo primario fueron estimularon con LPS. Sin embargo, a pesar no de existir una
diferencia estadisticamente significativa, se observo una tendencia a la disminucién en los
niveles de TNF-a e IL-6 cuando los macrdéfagos no estimulados, es decir en estado basal, se
trataron con el compuesto 4, en comparacion con los respectivos controles sin tratamiento.
A pesar de que el compuesto 4 no presentd una importante actividad antiinflamatoria, este
ensayo mostrd otros resultados interesantes, ya que se pudo evaluar la respuesta de los
macrofagos peritoneales de mujeres con endometriosis al estimulo con LPS, reflejando un
aumento significativo en sus niveles de TNF-a e IL-6 cuando fueron estimulados con LPS,
con respecto a las condiciones basales. Ademas, a partir de los resultados obtenidos mediante
el ensayo de reduccion de MTT se pudo deducir que el compuesto 4 afectd al metabolismo
mitocondrial de los macréfagos peritoneales, y que, a pesar de esto, no perdieron su
capacidad de produccion de citoquinas proinflamatorias. En conjunto, estos hallazgos
sugieren que los macréfagos peritoneales de mujeres con endometriosis poseen una alta
capacidad de respuesta a estimulos proinflamatorios como el LPS. Una de las principales
limitaciones de esta parte del trabajo fueron las propias de utilizar muestras humanas, es
decir, la disponibilidad de muestras clinicas, ya que no llegaban de manera constante, y
ademas, muchas de ellas no presentaban cantidades Utiles de macrofagos peritoneales
(muestras acelulares). Debido a esto, las muestras no pudieron agruparse de acuerdo con el
estadio de la patologia, lo cual constituye una proyeccion a futuro del estudio, ya que se ha
reportado que algunas citoquinas, entre ellas la citoquina proinflamatoria TNF-o medida en
este estudio, se encuentran mas elevadas en estadios tempranos de la patologia [109].

Ademas, es necesario realizar mas ensayos con el compuesto 4 sobre los macrofagos




peritoneales, ya que la tendencia exhibida sobre aquellos macréfagos sin estimulo podria
verificarse al realizar mas réplicas y separar las muestras por estadios de la patologia.

Los ensayos antimicrobianos reflejaron que ninglin compuesto presentd actividad
antifangica. Por el contrario, todos ellos e incluso el DMSO por si solo a la concentracion
mas alta evaluada, estimularon el crecimiento de C. albicans, principalmente durante las
primeras 10 horas de tratamiento; sin embargo, el compuesto 4 solo estimulé de manera
importante el crecimiento del hongo durante las primeras horas con la concentracion 1 uM,
al igual que el compuesto 5. El crecimiento se vio reflejado tanto en la gemacién como en la
formacion de hifas. Por otro lado, los ensayos con E. coli mostraron que ninguno de los
compuestos tuvo actividad antibacteriana, y que al igual que con C. albicans, algunos de ellos
también estimularon su crecimiento, pero en este caso luego de 10 horas de tratamiento, y de
manera menos importante. Por su parte, el compuesto 4 no afecto de ninguna manera el
crecimiento de E. coli, lo cual es una ventaja teniendo en cuenta que sus posibles aplicaciones
serian sobre pacientes propensos a sufrir infecciones oportunistas. ElI comportamiento
inusual de los dos microorganismos evaluados frente al tratamiento con la serie de nuevos
compuestos derivados de hidrazonas, se podria deber en el caso de C. albicans al estrés que
dichos compuestos supondrian para el hongo, lo cual se pudo evidenciar por la formacion
inusual de hifas durante las primeras 10 horas de tratamiento. En cuanto a E. coli, la respuesta
es menos clara, ya que al ocurrir pasadas las 10 horas de tratamiento se podria pensar en la
generacion de resistencia, sin embargo, se requiere un analisis mas certero al respecto. Los
resultados generales de la citotoxicidad de los compuestos frente a microorganismos
oportunistas indicaron que el compuesto 4 no afecté de ninguna manera la proliferacion de
E. coli, pero aument6 el crecimiento de C. albicans, debido a esto, a pesar de tener actividad
antitumoral sobre lineas celulares mieloides y reducir algunas citoquinas proinflamatorias,

se deben hacer mas estudios sobre su actividad sobre microorganismos oportunistas.

El DMSO utilizado como disolvente para la serie de compuestos evaluados, resulto ser uno
de los principales problemas experimentales en este trabajo, ya que a pesar de gque se le han
atribuido diversas actividades bioldgicas siendo el principal compuesto activo [110], en todos
los ensayos realizados en este estudio mostré no comportarse de la misma manera estando

puro que cuando se utilizdé como disolvente. Siendo altamente toxico sobre las lineas




celulares mieloides en la concentracion mas alta utilizada (9.8%), lo cual no es extrafio, ya
que se ha reportado que volimenes superiores al 10% de DMSO son altamente toxicos en
células animales, ya que forma poros en las membranas plasméticas [111]. Ademas, el
DMSO tuvo un efecto inesperado ya que estimulé el crecimiento de C. albicans, y, a pesar
de que se ha informado que voliumenes inferiores al 3% de DMSO son seguras como
disolventes para microorganismos [112], fue necesario utilizar volimenes inferiores al 1%
para evitar la citotoxicidad del disolvente sobre C. albicans y E. coli. A pesar de no existir
estudios certeros al respecto, de acuerdo a los resultados obtenidos y la bibliografia
disponible [113, 114] se puede deducir que esta diferencia en el comportamiento del DMSO
se debe principalmente a que al tratarse de un disolvente aprético que utiliza la solvatacion
como mecanismo para solubilizar, a concentraciones altas de compuestos organicos tan poco
solubles como esta nueva serie de derivados de hidrazonas, sus moléculas se saturarian y no
estarian disponibles para ejercer los efectos toxicos que se han descrito sobre las membranas
plasmaéticas de las células. Por todo lo antes mencionado, es necesario buscar nuevos métodos
de administracion de los compuestos, ya sean otros disolventes organicos con menor
toxicidad como el etanol o metanol [115], o bien utilizar otras técnicas de entrega como el
uso de vesiculas. Ademas, en el caso particular de este trabajo, se podrian comprobar los
resultados obtenidos para los ensayos sobre lineas celulares utilizando concentraciones

menores de DMSO como se hizo para los microorganismos.

La importancia principal de este trabajo radica en la busqueda de nuevos compuestos activos
para el desarrollo de farmacos mas eficaces y con menos efectos adversos que los que se
encuentran actualmente en el mercado. Ya que, a pesar de que el area del cancer esta en
constante investigacion, los nuevos hallazgos solo han logrado reducir la mortalidad de la
patologia sin encontrar un tratamiento de erradicacion efectiva [116, 117]. Por otro lado, los
tratamientos para enfermedades inflamatorias son otro de los grandes problemas de salud
publica en el mundo, ya que aunque existen diversos farmacos con este proposito, todos ellos
producen efectos secundarios insostenibles en tiempo debido a su baja selectividad sobre sus
moléculas blanco, por lo que se han desarrollado nuevos tratamientos basados en la
inhibicion selectiva de COX-2, sin embargo, dichos farmacos también han mostrado efectos
adversos, principalmente a nivel renal [24-26]. Cabe mencionar que existen diversos grupos

que han estudiado tanto la actividad antitumoral como la antiinflamatorias de diferentes
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derivados de hidrazidas-hidrazonas, sin embargo, ninguno de estos estudios ha llegado mas
alla en sus estudios que el uso de modelos animales [12-17, 27-34].

En este trabajo también se asocia la actividad antiinflamatoria de los derivados de hidrazonas
con la posible actividad que estos podrian tener sobre macré6fagos peritoneales de mujeres
con endometriosis. Esto, debido a que existen diversos hallazgos que sefialan a este tipo de
inmunocitos como uno de los principales responsables de la etiologia y mantenimiento de la
endometriosis [78-80]. Sin embargo, siguen sin existir tratamientos para esta patologia que
no se enfoquen solamente en la supresion hormonal o escisidn de las lesiones, por lo que
resulta atractivo utilizar los macr6fagos peritoneales como blancos terapéuticos para el
tratamiento de la endometriosis. Por otro lado, debido la dificultad para obtener muestras
peritoneales de mujeres con esta patologia, dichos macrofagos siguen sin ser caracterizados
totalmente, pero a pesar de estas limitantes, en este trabajo se logré evaluar el

comportamiento de estas células frente a diferentes estimulos.




6. Conclusiones

En este trabajo se plante6 como objetivo general evaluar las actividades biolégicas de una
nueva serie de compuestos derivados de hidrazonas. De acuerdo con los resultados obtenidos,
se puede concluir que, de la serie de compuestos evaluados, solo el compuesto 4 logré una
actividad antitumoral importante sobre células de origen mieloide, la cual mostrd ser
selectiva sobre células en proliferacion activa, ya que presentdé una minima citotoxicidad
sobre células diferenciadas a partir de la linea celular HL-60 y cultivos primarios de
macréfagos peritoneales. Ademas, dicho compuesto disminuyé significativamente los
niveles basales de la citoquina proinflamatoria TNF-a producida por células tipo macrofagos
derivados de la linea celular HL-60. Los compuestos 1y 6 disminuyeron significativamente
los niveles de IL-B en el mismo modelo celular. Por otro lado, ninguno de los compuestos
mostrd actividad antimicrobiana en los dos modelos estudiados, e incluso, algunos de ellos

estimularon el crecimiento bacteriano y fungico.

Como conclusion general de la actividad del compuesto 4 en los distintos modelos in vitro
utilizados, se demostrd que dicho compuesto posee actividad antiproliferativa sobre modelos
tumorales celulares, sin afectar considerablemente a las células en estado diferenciado
terminar, ni a patdgenos oportunistas. Y ademas, fue capaz de reducir los niveles de
citoquinas proinflamatorias producidas por células tipo macrofagos derivados de la linea
celular HL-60.

En cuanto a los macréfagos peritoneales de mujeres con endometriosis, se pudo concluir que
este tipo celular posee una robusta respuesta al estimulo por LPS, llegando a niveles de

produccidn de citoquinas inalterables con el tratamiento de otro tipo de compuestos.
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8. Anexo
8.1. Anexo 1. Curva de estandares para las citoquinas IL-1p, IL-6 y TNF-a.
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