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TITULO DE LA PATENTE
Ciclodipéptidos de origen bacteriano con propiedades anticancerigenas y sus usos en

el tratamiento del cancer.

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencién se refiere a una mezcla de ciclodipéptidos producidos por la
bacteria de Pseudomonas aeruginosa PAO1 (PaCDPs) con propiedades
anticancerigenas y sus usos en el tratamiento del cancer.

DESCRIPCION DEL ESTADO DEL ARTE
Los ciclodipéptidos y sus derivados, las dicetopiperazinas (DKPs o 2,5-DKPs),

constituyen una clase de pequefias moléculas obtenidas por la condensacion de dos o

-L-aminoacidos que son sintetizados por un amplio rango de microorganismos. Se ha
visto que el 90% de las bacterias Gram negativas los producen. Los ciclodipéptidos son
una clase de estructuras privilegiadas y producidas de manera natural, ya que tienen la
capacidad de unirse a un amplio rango de receptores, debido a que contienen dos
enlaces cis-amida y por tanto poseen dos aceptores de puentes de hidrégeno y dos
sitios donadores de puentes de hidrégeno, importantes para la interaccién con enzimas
y receptores. Estos compuestos son sintetizados por una familia de enzimas
formadoras de enlaces peptidicos dependientes de acidos ribonucléicos de
transferencia (ARNt) llamadas ciclodipéptido sintasas (CDPSs), asi como por las
Péptido Sintasas no Ribosomales (NRPS). Tanto las CDPS como las NRPS sintetizan
preferentemente un ciclodipéptido principal, correspondiente a la introduccion
preferencial de un aminoacido en el producto; sin embargo, estas enzimas son
claramente promiscuas produciendo combinaciones de varios aminoacidos. Las CDPS
se encuentran en la interseccién entre el metabolismo primario y secundario ya que, el
uso de los RNAt cargados con sus respectivos amino acidos, desvia éstas moléculas
del metabolismo primario para la sintesis de metabolitos secundarios. La formacién de
ciclodipéptidos es a menudo el primer paso en la sintesis de DKPs mas complejas, que
se obtienen después de reacciones de adaptacion. Este parece ser el caso de la
sintesis de ciclodipéptidos por CDPS, los cuales no son probablemente -los productos

finales, sino mas bien intermediarios en la ruta biosintética de DKPs.
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Por otro lado, las NRPS, son enzimas modulares y multifuncionales, en las c:u-él—es cada
médulo es el responsable de la incorporacion de un aminoacido en el péptido final.
Cada médulo consiste de dominios responsables de una etapa particular de la sintesis,
los dominios de adenilacién seleccionan y activan a un aminoacido libre formando un
aminoacil-adenilato en un proceso que requiere ATP. El aminoacido activado es
transferido al dominio que lleva la proteina, el cual es unido covalentemente por un
grupo 4’-fosfopantenil. Los dominios de condensacién son responsables de la
formacién del enlace peptidico entre sus substratos aminoacil- unidos a sus moléculas
adyacentes.
La patente US7,112,425B2 describe polinucledtidos y polipéptidos purificados
involucrados en la sintesis de derivados de dicetopiperazinas. '
Farmacolégicamente hablando, los péptidos ciclicos son mas biodisponibles y mas
estables contra la degradacion por peptidasas que los péptidos lineales. Ademas se
han encontrado diversas actividades biolégicas, por ejemplo:
Ciclo(L-Phe-L-Pro) y ciclo(L-Phe-trans-4-OH-L-Pro) actGan como componentes
antifingicos, y el ciclo(L-Phe-L-Pro) de Lactobacillus plantarum, induce apoptosis en
células cancerosas de colon HT-29.
En Streptomyces fungicidicus se encontraron cinco dicetopiperazinas con propiedades
anti-incrustante, crecimiento indeseado de diversos organismos sobre varios tipos de
estructuras de uso maritimo, de los cudles el ciclo(L-Val-L-Pro) tiene la actividad
antifouling mas fuerte inhibiendo el crecimiento de Balanus amphitrite. Ciclo(L-Phe-L-
Pro) y ciclo(L-lle-L-Pro) de Propionibacterium jensenii presentan propiedades
antifingicas contra Aspergillus fumigatus. Ciclo(L-Phe-L-Pro) ha sido aislado de
Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas alcaligenes en sobrenadantes libres de
celulas y se ha reportado que estan involucradas en mecanismos de percepcion de
quérum bacteriano, los cudles sincronizan respuestas fisiologicas bacterianas de una
manera dependiente de la densidad celular, y el hallazgo de que éste mismo
ciclodipéptido es producido por L. plantarum puede sugerir la posibilidad de un
entrecruzamiento entre sistemas de sefializacion de bacterias Gram negativas y Gram
positivas. Recientemente en un estudio realizado por Ortiz-Castro y col. en 2011,
encontraron que P. aeruginosa PAO1 tiene una actividad promotora del crecimiento
vegetal. Esta actividad promotora fue asociada a los ciclodipéptidos: ciclo(L-Pro-L-Tyr),
ciclo(L-Pro-L-Phe) y ciclo(L-Pro-L-Val), producidos por la bacteria (Ortiz-Castro R, Diaz-
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Pérez C, Martinez-Trujillo M, del Rio RE, Campos-Garcia J, Lépe-z-B—ucio J.
Transkingdom signaling based on bacterial cyclodipeptides with auxin activity in plants.
Proceedings of the National Academy of Sciences. 2011 April 26, 2011;108(17):7253-8).
Morgan y col. en 2010, reportan a los ciclodipéptidos ciclo(L-Val-L-Tyr) y ciclo(L-Val-L-
Phe) como factores de virulencia bacterianos en Staphylococcus aureus (Wyatt MA,
Wang W, Roux CM, Beasley FC, Heinrichs DE, Dunman PM, et al. Staphylococcus
aureus Nonribosomal Peptide Secondary Metabolites Regulate Virulence. Science. 2010
July 16, 2010;329(5989):294-6). Kanoh y col. en 2000, reportan al ciclo (L-Phe-L-His) de
Aspergilus ustus, como inhibidor del ciclo celluar en diversas lineas celulares
cancerosas (Kanoh K, Kohno S, Asari T, Harada T, Katada J, Muramatsu M, et al. (-)-
Phenylahistin: A new mammalian cell cycle inhibitor produced by Aspergillus ustus.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. 1997 11/18/,7(22):2847-52). Brauns y col., en
2004, reportan al ciclo(L-Phe-L-Pro) de Lactobacillus plantarum, como inductores de
apoptosis en células cancerosas de colon HT-29 (Brauns SC, Milne P, Naudé R, Van
De Venter M. Selected Cyclic Dipeptides Inhibit Cancer Cell Growth and Induce
Apoptosis in HT-29 Colon Cancer Cells. Anticancer Research. 2004 May 1,
2004,24(3A):1713-20 ). Li y colaboradores reportan extractos de Hericium erinaceus
que contiene dicetopiperazinas, dichos extractos son efectivos contra cancer
gastrointestinal (Li G, Yu K, Li F, Xu K, Li J, He S, et al. Anticancer potential of Hericium
erinaceus extracts against human gastrointestinal cancers. Journal of
Ethnopharmacology. 2014 4/28/;153(2):521-30).

La solicitud de patente WO02/062797A2 describe dicetopiperazinas y su uso para
inhibir eventos celulares tales como los que involucran a los factores NFK-a y NFK-B.
La solicitud de patente WO2005/000311A1, describe dicetopiperazinas sustituidas y su
uso para el tratamiento de hiperplasia prostatica benigna.

Por lo qUe persiste en el estado del arte, la necesidad de tener tratamientos alternativos
y especificos contra el cancer, que sigue siendo una fuente importante de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. La necesidad persiste ademas porque los tratamientos
actuales, si bien reducen o destruyen a las células cancerosas en los pacientes, estos
son inespecificos y agresivos y presentan un importante nimero de efectos téxicos

secundarios.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FIGURAS

Figura 1. Cromatograma de los ciclodipéptidos encontrados en los cultivos de P.
aeruginosa determinado por GC-MS. Se grafica abundancia en eje Y contra tiempo de
retencién en minutos en el eje X. Las letras corresponden a las fracciones colectadas
para evaluaciones posteriores. E= Ciclo(L-Pro-L-Leu); G= Ciclo(L-Pro-L-Val); I= Ciclo(L-
Pro-L-Phe); D= Ciclo(L-Pro-L-Tyr). El asterisco sobre las letras significa un nivel de
pureza >85%. Los nimeros sobre los picos indican el tiempo de retencién de cada pico
indicado.

Figura 2. Estructura de los ciclodipéptidos bacterianos de la presente invencién. a)
Ciclo(L-Pro-L-Leu); b) Ciclo(L-Pro-L-Val); c) Ciclo(L-Pro-L-Phe); d) Ciclo(L-Pro-L-Tyr).

Figura 3. Se grafico el porcentaje de viabilidad celular en el eje Y, contra la
concentracion de las fracciones purificadas, asi como de la mezcla de los
ciclodipéptidos procedentes de P. aeruginosa, en el eje X. Las concentraciones usadas
son de 0, 0.001, 0.01, 0.1 y 1.0 mg/mL para cada fraccion y para la mezcla [G=Ciclo(L-
Pro-L-Val), Ciclo(L-Pro-L-leu); I=Ciclo(L-Pro-L-Phe); D=Ciclo(L-Pro-L-Tyr); M=Mezcla de
PaCDPs (0.5:0.75:1.0:0.75); a) viabilidad de las células cancerosas Hela y b) viabilidad
de las células CaCo-2. Se grafica el promedio * el error estandar de tres resultados
independientes.

Figura 4. Se graficd el porcentaje de células apoptéticas en el eje Y, contra la
concentracion de las fracciones purificadas, asi como de la mezcla de los
ciclodipéptidos procedentes de P. aeruginosa en el eje X. Las concentraciones usadas
son de 0, 0.001, 0.01, 0.1 y 1.0 mg/mL para cada fraccién de la figura 1 y para la
mezcla; las barras representan el porcentaje de células HelLa en proceso de apoptosis.
Se grafica el promedio + el error estandar de tres resultados independientes.

Figura 5. Se grafico el porcentaje de viabilidad celular en el eje Y, contra la
concentracion de ciclodipéptidos sintéticos procedentes de casa comercial BACHEM
CO.: Ciclo(L-Pro-L-Val), Ciclo(L-Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-L-Tyr), asi como de la mezcla
de éstos. Las concentréciones usadas en el eje X son de 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 10, y
100 mg/mL para cada ciclodipéptido sintético indicado y para la mezcla (M) (1:1:1); a)
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viabilidad de las células cancerosas Hela y b) viabilidad de las células CaCo-2. Se
grafica el promedio t el error estandar de tres resultados independientes.

Figura 6. Se grafic el porcentaje de células cancerosas apoptéticas en el eje Y, contra
la concentracién indicada en el eje X en mg/mL, de la mezcla de ciclodipéptidos
sintéticos procedentes de casa comercial BACHEM CO. a) Porcentaje de células
cancerosas Hela y b) células CaCo-2, en proceso de apoptosis a las 12 horas de
tratamiento con la mezcla de ciclodipéptidos sintéticos. Se grafica el promedio + el error
estandar de tres resultados independientes.

Figura 7. Se grafico el porcentaje de viabilidad celular en el eje Y, contra la
concentracion de la mezcla de los ciclodipéptidos Ciclo(L-Pro-L-Leu), Ciclo(L-Pro-L-
Val), Ciclo(L-Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-L-Tyr), procedentes de P. aeruginosa en
proporcion (0.5:0.75:1:0.75), en el eje X. Las concentraciones usadas son de 0, 0.01,
0.1, 1.0, 10, 100 y 200 mg/mL. a) en barra obscuras se representa la viabilidad de las
células Hela y en barras claras la viabilidad de células CaCo-2. b) representan la
viabilidad de las células no cancerosas NOVA; en barra obscuras se representa la
viabilidad de las células NOVA con medio completo (suero) y en barras claras la
viabilidad de células NOVA en medio incompleto (sin suero). Se grafica el promedio +
el error estandar de tres resultados independientes. c) Gréafica de un andlisis de
regresion no lineal de las curvas dosis respuesta de la mezcla de ciclodipéptidos
procedentes de P. aeruginosa. Se grafica en el eje Y, el porcentaje de viabilidad contra
la concentracion de ciclodipéptidos en el eje X, la concentracién de la mezcla se
expresa en escala Logaritmica en mg/mL. En simbolos rellenos se representan las
células HelLa y en simbolos vacios las células CaCo-2.

Figura 8. Grafica de un analisis de regresion no lineal de las curvas dosis respuesta
correspondientes a la induccién de apoptosis causada por la mezcla de los
ciclodipéptidos Ciclo(L-Pro-L-Leu), Ciclo(L-Pro-L-Val), Ciclo(L-Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-
L-Tyr), procedentes de P. aeruginosa en proporcion 0.5:0.75:1:0.75. Se grafica en el eje
Y, el porcentaje de células apoptéticas contra la concentracion de ciclodipéptidos en el
eje X, la concentracién de la mezcla se expresa en escala Logaritmica en mg/mL. En
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simbolos rellenos se representan las células HeLa y en simbolos vacios las células
CaCo-2.

Figura 9. Cambios morfolégicos celulares en las células HeLa (A-C), CaCo-2 (D-F) y
NOVA (J-L). Se presentan fotografias representativas de cultivos control (A, D y J),
células tratadas con Actinomicina D como inductor de apoptosis celular (B, E y K) y
células Hela (C), CaCo-2 (F) y NOVA (L), tratadas con 100 mg/mL de la mezcla de los
ciclodipéptidos Ciclo(L-Pro-L-Leu), Ciclo(L-Pro-L-Val), Ciclo(L-Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-
L-Tyr), procedentes de P. aeruginosa en proporcién 0.5:0.75:1:0.75. En los paneles G-I
se puede observar los cuerpos apoptéticos tefidos con DAPI en células HelLa control
(G), tratados con actinomicina A (H) y con la 100 mg/mL de la mezcla de los
ciclodipéptidos Ciclo(L-Pro-L-Leu), Ciclo(L-Pro-L-Val), Ciclo(L-Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-
L-Tyr) procedentes de P. aeruginosa en proporcion 0.5:0.75:1:0.75 (1).

Figura 10. Gréfica de las curvas dosis respuesta correspondientes a la induccién de
apoptosis causada en células mononucleares de sangre periférica por la mezcla de los
ciclodipéptidos Ciclo(L-Pro-L-Leu), Ciclo(L-Pro-L-Val), Ciclo(L-Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-
L-Tyr), procedentes de P. aeruginosa en proporcién 0.5:0.75:1:0.75. Se grafica en el eje
Y, el porcentaje de células apoptéticas contra el tiempo en horas en el egje X, las
concentraciones de la mezcla usadas fueron 1 mg/mL (triangulos invertidos), 10 mg/mL
(rombos) y 100 mg/mL (triangulos). Como control negativo se utilizo DMSO (circulos
vacios) y como control positivo actinomicina D (circulos rellenos).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion, se refiere a la mezcla de los ciclodipéptidos Ciclo(L-Pro-L-Leu),
Ciclo(L-Pro-L-Val), Ciclo(L-Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-L-Tyr), en proporciones
(0.5:0.75:1.0:0.75) producidos preferencialmente por P. aeruginosa PAO1, y su uso
como inhibidores del crecimiento de células cancerosas de origen humano. La mezcla
de ciclodipéptidos de la presente invencién mostré efectos significativos en la reduccion
de la viabilidad y en la induccién de apoptosis en al menos dos lineas celulares
cancerosas, en comparaciéon con ciclodipéptidos sintéticos. Sorprendentemente, no
mostré efectos sobre la viabilidad ni sobre la induccion de apoptosis de células no

6
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cancerosas NOVA, ni en la induccién de apoptosis en células mononucleéres de sangre
periférica.

La presente invencién se entenderd de manera detallada mediante los siguientes
ejemplos:

Ejemplo 1

Preparacion de la mezcla de los ciclodipéptidos (PaCDPs)

Se inocul6 medio LB con la bacteria de P. aeruginosa cepa PAO1 por 12 h a una
temperatura de 30-37°C en agitacién constante a ~200 rpm. Posteriormente se inoculd
1 L de medio LB con el pre-in6culo y se incubé en las mismas condiciones por 24 h.
Una vez que transcurri6 el tiempo mencionado del cultivo se tomé 1 mL para tomar
lectura a una D.O. a A=600 nm, dando una D.O. de 1.8-2.2 y se procedi6 a eliminar las
células bacterianas por centrifugacion a 7000 rpm por 10 min.

Se recuperd el total del sobrenadante y se agregé un volumen igual de acetato de etilo
con acido acético 0.01% v/v. Se realizan dos agitaciones vigorosas de 2 min, se toma la
fase orgénica y se repite el paso anteriormente descrito, para recuperar la fase
organica. Una vez obtenida, se procede a evaporar hasta sequedad en un rotavapor a
60°C y vacio. A la cantidad que se obtiene es necesario redisolverla con acetato de etilo
acidificado. La muestra fue concentrada hasta sequedad en vacio en un Concentrador.
Para realizar la determinacion de los PaCDPs se preparé una diluciéon 1:100 (1 mL con
acetonitrilo o metanol) y se analiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), y por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)
(Figura 1). Se determiné por GC-EM y RMN que la mezcla contiene los ciclodipéptidos
Ciclo(L-Pro-L-Leu) (Fraccion E, Figura 1), Ciclo(L-Pro-L-Val) (Fraccién G, Figura 1),
Ciclo(L-Pro-L-Phe) (Fraccién |, Figura 1) y Ciclo(L-Pro-L-Tyr) (Fraccién D, Figura 1), en
proporciones (0.5:0.75:1.0:0.75) producidos preferentemente por la bacteria de P.
aeruginosa PAO1 (PaCDPs) mostrados en la Figura 2.

Ejemplo 2

Ensayos de viabilidad celular

Las células provenientes de varias lineas celulares cancerosas humanas se cultivaron
en cajas de Petri con medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM), suplementado con

7
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10% de suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina-estreptomicina, 40_pg—/mL de
gentamicina y 1 pg/mL de anfotericina B. Las células se incubaron en una atmoésfera al
5% de CO; a 37°C.
La viabilidad celular se determin6 por el método colorimétrico utilizando 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (thiazolyl blue tetrazolium bromide
; MTT).
Las lineas celulares cancerosas Hela (cancer cérvico-uterino), CaCo-2 (cancer de
colon), asi como el cultivo primario NOVA (fibroblastos de pulmén humano), se
sembraron en placas de 96 pozos de fondo plano a una densidad de 3 x 10* células por
pozo en un volumen de 200 pL de Medio Completo (CM) y se incubaron 24 h a 37°C en
una atmoésfera de CO; al 5% durante 12 h, las células se sincronizaron con Medio
incompleto, desprovisto de suero (SS) durante 12 h a 37°C y se incubaron con
diferentes concentraciones de la mezcla de los PaCDPs (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100
ug/mL), como control negativo se utilizé DMSO a la misma concentracién usada para
disolver la mezcla de PaCDPs y como control positivo de generacién de apoptosis se
usé Actinomicina D a una concentracién de 5 mM. '
Para determinar la viabilidad celular, se afiadieron 10 ul de MTT (5 mg/mL) en cada
pocillo y se incub6 durante 4 h a 37°C.
Finalmente, se afiadieron 100 uL de 2-propanol:HCI (1 M) (19:1 v/v) para disolver los
cristales de formazan. Las mediciones de absorbancia se llevaron a cabo utilizando un
espectrofotébmetro de microplacas a A=595 nm.
Se grafico la viabilidad celular contra la concentracién de las fracciones G=Ciclo(L-Pro-
L-Val); I=Ciclo(L-Pro-L-Phe); D=Ciclo(L-Pro-L-Tyr) y la mezcla de ciclodipéptidos
PaCDPs en proporcion 0.5:0.75:1:0.75 (Figura 3) en células HelLa (Figura 3 a) y CaCo-2
(Figura 3b). Se obtuvo la concentracién inhibitoria 50 (Clsp) (Figura 7c), obteniendo una
Clso de 0.53 mg/mL para las células HelLa y de 0.66 mg/mL para las células CaCo-2.
Sorprendentemente ninguna concentracion de la mezcla de los PaCDPs probados
mostré efecto sobre la viabilidad de la linea celular no cancerosa NOVA (Figura 7b).

Ejemplo 3
Ensayo de Apoptosis/Necrosis
Las lineas celulares cancerosas HelLa y CaCo-2, asi como el cultivo primario NOVA

(linea celular no-cancerosa), se sembraron en placas de 96 pozos de fondo plano a una
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densidad de 3 x 10* células por pozo, en un volumen de 200 uL de Medio -C-or:\pleto y
se incubaron a 37°C en una atmoésfera de CO; al 5% durante 12 h, las células se
sincronizaron durante 12 h a 37°C y se incubaron con diferentes concentraciones de
todas las fracciones (D, E, F, G, H, I) mostradas en la figura 1 (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10y
100 ug/mL), y de la mezcla de los PaCDPs Ciclo(L-Pro-L-Leu); Ciclo(L-Pro-L-Val);
Ciclo(L-Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-L-Tyr) en proporcién 0.5:0.75:1:0.75; como control
negativo se utilizo DMSO a la misma concentracién usada para disolver la mezcla de
PaCDPs y como control positivo de generacion de apoptosis se utilizd Actinomicina D a
una concentracién de 5 mM.
Para determinar el efecto apoptético, las células se sometieron a un tratamiento con
tripsina y posteriormente se centrifugaron a 600 x g durante 5 min a 4°C. El pellet de
ceélulas fue lavado con PBS 1X, la pastilla fue suspendida en 300 pL de buffer de
Anexina V (HEPES 100 mM, NaCl 140 mM, CaCl, 2.5 mM, pH= 7.4) durante 15 min.
Posteriormente las células se centrifugaron a 600 x g durante 5 min a 4°C, el pellet fue
re-suspendido en 50 pL de buffer de Anexina V y se le adicioné 1 uL del anticuerpo
acoplado al fluoréforo Alexa-Fluor 488 (anti-Anexina V) y 1 L de loduro de propidio
(P1). La suspension se dejo en incubacion por 15 min a temperatura ambiente protegida
de la luz. Después se adicioné 0.3 mL de buffer de Anexina V, para realizar la lectura
de fluorescencia.
La fluorescencia se cuantific6 inmediatamente por citometria de flujo (FC) con un
Citémetro de flujo BD Accuri C6.
Para los ensayos de apoptosis y necrosis, la fluorescencia del sistema Alexa-Fluor 488
anti-Anexina V fue observada en el canal de emisién de fluorescencia FL1 a 495/519
nm y para el caso de loduro de propidio fue en el canal FL2 a 535/617 nm. Se analizé
un minimo de 20,000 eventos celulares. Se graficé el porcentaje de células apoptéticas
contra la concentracién de todas las fracciones mostradas en la figura 1 (Figura 4) y la
mezcla de los PaCDPs conteniendo Ciclo(L-Pro-L-Leu); Ciclo(L-Pro-L-Val); Ciclo(L-Pro-
L-Phe) y Ciclo(L-Pro-L-Tyr) en proporcién 0.5:0.75:1:0.75 (Figura 8). Se calculd la Clso,
obteniendo una Clsg para las células HelLa de 6.5 X10"° mg/mL y para las células CaCo-
2 de 1.8 X 10™* mg/mL (Figura 8). En este caso la ICsp indica la concentracion de la
mezcla de PaCDPs necesaria para inducir la apoptosis al 50 % de las células
cancerosas. Sorprendentemente ninguna concentracién de la mezcla de los PaCDPs
probada indujo incremento en el nimero de células apoptéticas en la linea no
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cancerosas NOVA (Figura 9), ni en células mononucleares de sangre perifé-rE:a—(Figura
10).

Ejemplo 4
Cambios morfol6gicos inducidos por la mezcla de PaCDPs en las lineas celulares

cancerosas y no cancerosas.

Las lineas celulares cancerosas HelLa y CaCo-2, asi como el cultivo primario NOVA se
sembraron en placas de 12 pozos de fondo plano, con un cubreobjetos redondo
cubierto con colagenasa estéril. Las células se sembraron a una densidad de 1 x 10*
células por pocillo en 1 mL de CM y se incubaron durante 24 h a 37°C. A continuacion,
las células se sincronizaron con Medio Incompleto durante 12 h a 37°C y se incubaron
con diferentes concentraciones de la mezcla de los PaCDPs (0.1, 1, 10, y 100 ug/mL).
Se utilizé6 como control DMSO a la misma concentracion usada para disolver la mezcla
de PaCDPs. Después de 12 h de tratamiento, las células se lavaron con PBS, para
posteriormente ser fijadas con paraformaldehido (PFA al 4%) durante 10 min en hielo.
Después las células se incubaron con 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI1) (1:1000)
durante 10 min a temperatura ambiente. Finalmente, las células se lavaron con PBS y
se retiraron los cubreobjetos, para ser colocado de forma invertida en un portaobjetos
con PBS y glicerol 1:1.

Las células cultivadas fueron fotografiadas usando un microscopio de contraste de fase
invertida Carl Zeiss-HB0-50 equipado con una camara digital.

Los cultivos de células HelLa fueron cultivados siguiendo el mismo protocolo
anteriormente mencionado, se incubaron con DAPI| y se visualizaron usando un
microscopio confocal Olympus FV1000. Las células se observaron con una emision dé
fluorescencia entre 405 y 505 nm. En la figura 9 se muestran los cambios morfolégicos
inducidos por la mezcla de PaCDPs en células HelLa (Figura 9C) y CaCo-2 (Figura 9F),
donde se puede observar una morfologia de apoptosis celular de estas lineas celulares
tratadas con los PaCDPs, morfologia que fue similar comparando con las células
cancerosas tratadas con Actinomicina D (Figura 9B y 9E). De manera sorprendente,
ninguna concentraciéon de los PaCDPs probada induce la morfologia apoptética en
células no cancerosas NOVA (Figura 9). |
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Ejemplo 5. -
Efecto de ciclodipéptidos sintéticos sobre la viabilidad de lineas cancerosas.
Las células provenientes de varias lineas celulares cancerosas humanas se cultivaron
en cajas de Petri con medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM), suplementado con
10% de suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina-estreptomicina, 40 ug/mL de
gentamicina y 1 ug/mL de anfotericina B. Las células se incubaron en una atmésfera al
5% de CO, a 37°C. |
La viabilidad celular se determiné por el método colorimétrico utilizando 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (thiazolyl blue tetrazolium bromide;
MTT).
Las lineas celulares cancerosas Hela (cancer cérvico-uterino), CaCo-2 (céancer -de
colon), se sembraron en placas de 96 pozos de fondo plano a una densidad de 3 x 10*
células por pozo en un volumen de 200 pL de Medio Completo (CM) y se incubaron 24
h a 37°C en una atmésfera de CO, al 5% durante 12 h, las células se sincronizaron con
Medio Incompleto, desprovisto de suero (SS) durante 12 h a 37°C y se incubaron con
diferentes concentraciones de los ciclodipéptidos sintéticos Ciclo(L-Pro-L-Val); Ciclo(L-
Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-L-Tyr) por separado y de la mezcla en proporcion 1:1:1 (0.001,
0.01, 0.1, 1, 10 y 100 ug/mL), como control negativo se utilizo DMSO a la misma
concentracion usada para disolver la mezcla de ciclodipéptidos sintéticos y como
control positivo de generacién de apoptosis se usé Actinomicina D a una concentraciéon
de 5 mM.
Para determinar la viabilidad celular, se afiadié 10 yl de MTT (5 mg por mL) en cada
pocillo y se incub6 durante 4 h a 37°C.
Finalmente, se afadieron 100 uL de 2-propanol:HCI (1 M) (19:1 v/v) para disolver los
cristales de formazan. Las mediciones de absorbancia se llevaron a cabo utilizando un
espectrofotdmetro de microplacas a 595 nm.
Se grafico la viabilidad celular contra la concentracién de los ciclodipéptidos sintéticos
Ciclo(L-Pro-L-Val); Ciclo(L-Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-L-Tyr) y la mezcla en proporcién
1:1:1 (Figura 5) en células HelLa (Figura 5a) y CaCo-2 (Figura 5b). Se puede observar
que estos compuestos, solos y en mezcla tienen efectos significativos hasta la

concentracién mas alta utilizada (100 mg/mL) en ambas células cancerosas (Figura 5).

Ejemplo 6.
11
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Ensayo de Apoptosis/Necrosis con ciclodipéptidos sintéticos.

Las lineas celulares cancerosas HelLa y CaCo-2, se sembraron en placas de 96 pozos
de fondo plano a una densidad de 3 x 10* células por pozo, en un volumen de 200 pL
de Medio Completo y se incubaran a 37°C en una atmésfera de CO. al 5% durante 12
h, las células se sincronizaron durante 12 h a 37°C y se incubaron con diferentes
concentraciones (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 ug/mL) de los ciclodipéptidos sintéticos
Ciclo(L-Pro-L-Val), (L-Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-L-Tyr) o su mezcla en proporcién 1:1:1;
como control negativo se utilizé DMSO a la misma concentraciéon usada para disolver
los compuestos y como control positivo de generacion de apoptosis se utilizd
Actinomicina D a una concentracién de 5 mM.

Para determinar el efecto apoptético, las células se sometieron a un tratamiento con
tripsina y posteriormente se centrifugaron a 600 x g durante 5 min a 4°C. El pellet de
células fue lavado con PBS 1X, la pastilla fue suspendida en 300 puL de buffer de
Anexina V (HEPES 100 mM, NaCl 140 mM, CaCl, 2.5 mM. pH= 7.4) durante 15 min.
Posteriormente las células se centrifugaron a 600 x g durante 5 min a 4°C, el pellet fue
re-suspendido en 50 pL de buffer de Anexina V y se le adicioné 1 pL del anticuerpo
acoplado al fluoréforo Alexa-Fluor 488 (anti-Anexina V) y 1 uL de loduro de propidio
(PI). La suspension se dejé en incubacién por 15 min a temperatura ambiente protegida
de la luz. Después se adicion6 0.3 mL de buffer de Anexina V, para realizar la lectura
de fluorescencia.

La fluorescencia se cuantificoé inmediatamente por citometria de flujo (FC) con un
Citémetro de flujo BD Accuri C6.

Para los ensayos de apoptosis y necrosis, la fluorescencia del sistema Alexa-Fluor 488
anti-Anexina V fue observada en el canal de emisién de fluorescencia FL1 a 495/519

nm y para el caso de loduro de propidio fue en el canal FL2 a §35/617 nm. Se analizé

un minimo de 20,000 eventos celulares. Se graficé el porcentaje de células apoptdticas
contra las concentraciones indicadas de los ciclodipéptidos sintéticos o de la mezcla en
la linea cancerosa Hela (Figura 6a) y CaCo-2 (Figura 6b). Se puede observar que el
porcentaje de induccion de apoptosis es bajo, incluso para la concentracion mas alta

(100 mg/mL) de los tratamiento utilizadas en ambas lineas cancerosas.
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REIVINDICACIONES

1.- Una mezcla de ciclodipéptidos Ciclo(L-Pro-L-Leu), Ciclo(L-Pro-L-Val), Ciclo(L-Pro-L-
Phe) y Ciclo(L-Pro-L-Tyr) en proporciones 0.5:0.75:1.0:0.75 para usarse en el
tratamiento del cancer; en donde los ciclodipéptidos se obtienen de un cultivo de
Pseudomonas aeruginosa PAO1, y en donde la mezcla de ciclodipéptidos esta a una
concentracion de entre 0.1 y 1 mg/ml.

2.- El uso de una mezcla de ciclodipéptidos Ciclo(L-Pro-L-Leu), Ciclo(L-Pro-L-Val),
Ciclo(L-Pro-L-Phe) y Ciclo(L-Pro-L-Tyr) en proporciones 0.5:0.75:1.0:0.75 para preparar
un medicamento para el tratamiento del cancer; en donde los ciclodipéptidos se
obtienen de un cultivo de Pseudomonas aeruginosa PAO1, y en donde el medicamento
estd adaptado para administrar la mezcla de ciclodipéptidos a una concentracién de

entre 0.1y 1 mg/ml.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere a una mezcla de los ciclodipéptidos Ciclo(L-Pro-L-Leu),
Ciclo(L-Pro-L-Val), Ciclo(L-Pro-L-Phe) vy Ciclo(L-Pro-L-Tyr), en proporciones
(0.5:0.75:1.0:0.75), obtenida de un cultivo de Pseudomonas aeruginosa PAO1,
caracterizada porque es capaz de inducir citotoxicidad reduciendo la viabilidad celular e
inducir apoptosis en lineas cancerosas humanas, pero sorprendentemente a
concentraciones 100-1000 veces mayores no causa esos efectos en lineas celulares no
cancerosas humanas ni en células mononucleares de sangre periférica. Se refiere
ademas a su uso en la fabricacién de una composicion farmacéutica y a una
composicion farmacéutica para el tratamiento del cancer.
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