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1. Resumen.

El cancer es una enfermedad que tiene una importancia fundamental en el
ambito de la salud en nuestro pais y en el resto del mundo. Es una enfermedad de
caracter multifactorial; puede ser resultado de la alteracién de oncogenes y de
genes supresores de tumores, lo que lleva a la transformacion de células normales
a células que proliferan sin control, las cuales pueden invadir otros érganos vy

causar asi metastasis.

Existen métodos quirirgicos y no quirurgicos entre los cuales se encuentra
la quimioterapia, cuyo objetivo es atacar selectivamente el proceso metabdlico
implicado en la condicién patolégica, sin embargo durante este tratamiento se
presentan diversas barreras como son: heterogeneidad biolégica, resistencia de
las células malignas a los agentes convencionales contra el cancer y dario al tejido
sano. Por esto la busqueda de nuevos compuestos citotdxicos es de gran

relevancia en el ambito de la investigacion contra esta enfermedad.

El presente trabajo tiene como objetivo analizar la actividad citotdxica de un
grupo de seis compuestos que son amidas alfa-beta insaturadas derivadas del
furano, las cuales fueron proporcionadas previamente por Pozas-Horcasitas y
co?®, como moléculas andlogas a una molécula lider llamada comercialmente
Nifurtimox, seleccionada especialmente por sus caracteristicas de citotoxicidad en

el Tripanosoma Cruzi, agente etiolégico de la enfermedad de Chagas.



Los ensayos citotéxicos se llevaran al cabo en lineas celulares tumorales en
las cuales se probaran los nuevos compuestos para determinar la [Csg.
Posteriormente, se utilizara el compuesto mas activo para determinar la
fragmentacién del ADN y el tipo de muerte celular que producen estos compuestos

en las células utilizadas.



2. ANTECEDENTES
21 EL CANCER COMO ENFERMEDAD

El cancer constituye uno de los principales problemas de salud en todo el
mundo, y es una de las principales causas de mortalidad tanto en la infancia como

en la edad adulta®.

En la actualidad se reconoce al cancer como una anomalia genética en el ambito
celular, que implica la mutacién de un grupo de genes. Estos genes actuan
normalmente suprimiendo o estimulando la continuidad del ciclo celular, y la
pérdida o inactivacién de estos genes da lugar a una division celular descontrolada
y a la formacion de tumores. Las mutaciones que alteran el genoma o la expresion
génica se consideran como un rasgo comun de todos los canceres. En algunos

casos tales mutaciones inciden en la linea germinal y se heredan®.

El cancer se origina a partir de la proliferaciéon descontrolada y la extension de
clones de las celulas transformadas. El crecimiento de los tumores malignos esta
determinado en gran medida por la capacidad proliferativa de las células
tumorales, por su capacidad de invadir los tejidos del huésped y desarrollar

metastasis en sitios distantes®.

El cancer es un problema de salud mayor en los Estados Unidos y en otros paises
desarrollados. Actualmente una de cada cuatro muertes en los Estados Unidos es

debida a dicho padecimientoz. En datos publicados en el afio 2003 se menciona



que para la poblacién derechohabiente del IMSS en todo el pais, los tumores

malignos representan la segunda causa de muerte'.

2.2 EL PROCESO DE LA CARCINOGENSESIS

El proceso carcinogénico puede ser dividido en dos secuencias: la

transformacién neopléasica y el desarrollo neoplasico'®'"".

La secuencia de eventos iniciales que se presentan en el proceso de
carcinogénesis, es llamada iniciacién; la cual consiste en la transformacién de una
célula normal a una célula neoplasica por medio del desarrollo de defectos
genéticos. Las transformaciones en estas células son consecuencia de mutaciones
que resultan de la alteracion del ADN que no es corregido por los procesos de
reparacién. Las mutaciones criticas que se ven involucradas en el proceso de
transformacién ocurren en: los genes que controlan el crecimiento, en los
protooncogenes, en los genes supresores de tumores, y en los genes reguladores
de los genes supresores de tumores, lo que resulta en una pérdida del control de

la proliferacién ' .

En la segunda secuencia de la carcinogénesis, la célula neopiasica prolifera de
manera descontrolada hasta los tejidos circundantes, como si lograra una
expansion clonal, que eventualmente resulta en la formacién de una neoplasia
benigna; dicha expansién clonal puede ser resultado de una disminucién del
proceso de apoptosis. Se piensa que una proliferacién celular sostenida provoca
que el comportamiento de la neoplasia benigna se encamine hacia la formacién de

una neoplasia maligna'.



2.3 LOS AGENTES CARCINOGENOS

Un gran namero de agentes causan danos genéticos e inducen la
transformacién neoplasica de células, entre los que se encuentran, los

carcinbgenos quimicos, la energia radiante y los virus oncogénicos.

Las sustancias quimicas que inician la carcinogénesis son de estructura
extremadamente diversa e incluyen tanto a productos naturales como sintéticos.
En general se pueden clasificar de la manera siguiente: 1) compuestos de accién
directa, que no requieren transformacién quimica para su carcinogenicidad y, 2)
compuestos de accién indirecta o procarcinbgenos, que requieren la conversién
metabélica in vivo para producir carcindégenos finales capaces de transformar las

células.

Los carcinbgenos genotéxicos son aquellos que deben su carcinogenicidad al
hecho de que forman aductos con el ADN, lo que constituye la base para la
transformacién neoplasica. Este tipo de carcinégenos tienen grupos electrofilicos
reactivos en su estructura, o pueden ser biotransformados a especies
electrofilicas reactivas dentro de la célula’®.  Algunos ejemplos son: las mostazas
nitrogenadas, el 6xido de etileno, los hidrocarburos policiclicos aromaticos: como el
1-benzo(a)pireno, Las nitrosaminas como: la dietilnitrosamina, el benceno;
productos naturales como: Aflatoxina B1, Aflatoxina G1, y los alcaloides de la

pirrolizidina, entre otros mas.



Los carcinbgenos epigenéticos, también Hamados no genotéxicos, son aquellos
que inducen desarrollo de tumores al menos en roedores, sin que tengan una
interaccién directa con el ADN. Carecen de la estructura molecular requerida-para
formar electréfilos ; sin embrago, su actividad esta relacionada con la regulacion
indirecta de la expresion de ADN, por lo que permiten que las células inestables
persistan y proliferen y, posiblemente alcancen la transformaciéon maligna en algin
momento'°. Algunos ejemplos son: el DDT, el fenobarbital, los bifenilos
policlorinados y policromados, la sacarina sédica, la ciclosporina, el omeprazol, el

asbesto y el dioxano; metales como: el arsénico, cadmio, cromo IV y niquel'

2.4 QUIMIOTERAPIA EN EL CANCER

La estrategia de la terapéutica oncolégica moderna es multidisciplinaria. La
cirugia es el tratamiento mas utilizado y curativo, pero como consecuencia de los
grandes avances en la radioterapia y la quimioterapia, la cirugia ha adquirido mas
elementos de apoyo porque cuenta con tratamientos complementarios; siendo en
muchas situaciones, las asociaciones terapéuticas cirugia-radioterapia-
quimioterapia, tanto 0 mas efectivas que la cirugia sola. El riesgo-beneficio de
cualquier acto terapeutico debe de considerar, en primer lugar, el estado fisico del

paciente.

Los agentes antineoplasicos se clasifican de acuerdo a su mecanismo de accién

5-7.9,16

intracelular A continuacién se presenta la clasificacion, con algunos

ejemplos.



a) Agentes alquilantes:

Los agentes de alquilacién utilizados en la quimioterapia comprenden un grupo
heterogéneo de sustancias que tienen la propiedad comin de donar, en
situaciones fisiolégicas, grupos alquilo a macromoléculas biolégicamente vitales
como el ADN. Los efectos farmacolégicos mas importantes de estos agentes son
los que alteran los mecanismos fundamentales que intervienen en la proliferacién
celular, en particular la sintesis de ADN y la divisién celular. Algunos ejemplos de
estos son: las mostazas nitrogenadas: Ciclofosfamida, ifosfamida, y el

clorambucil® "6,

b) Antimetabolitos.

Son sustancias similares a los metabolitos naturales, pero en los que se han
introducido uno o dos cambios en su estructura quimica. La célula los utiliza
indistintamente; pero el antimetabolito induce la denominada sintesis letal de
bases purinicas y pirimidinicas. Algunos ejemplos son: el metotrexato, la 6-

mercaptopurina y la 5- fluorouridina. -7-¢

c¢) Inhibidores de la topoiosomerasa Il.

Estos agentes no detienen las células en mitosis, sino que forman un complejo
ternario con la topoisomerasa | y el ADN; Este complejo ocasiona ruptura en el
ADN. Las células que estan en las fases S y G, son mas sensibles a estos
farmacos. Como ejemplos de estos compuestos tenemos al etopédsido y al

tenip6sido. %8-7-6



d) antibiéticos antitumorales

Son productos de origen microbiano, que inhiben el crecimiento tumoral, por lo
general provienen de bacterias del género Streptomyces. Este grupo de farmacos
tiene la propiedad de intercalarse en el ADN y asi bloquear la sIntesis de proteinas
y ARN, entre los que se encuentran: la mitomicina C, actinomicina D, y las

bleomicinas. 3% 78

e) inhibidores de la mitosis:

Diversos alcaloides derivados de plantas tienen actividad antineoplasica; entre
ellos tenemos a los derivados de la Vinca, y al Taxol y sus derivados. Dentro del
primer grupo, dos alcaloides tienen fundamental importancia: la vincristina y la
vinblastina, obtenidos de la Vinca (vinca rosea), que se han convertido en agentes
clinicos importantes para tratar leucemias, linffomas y canceres testiculares. Sus
actividades bioldgicas se explican por su capacidad de ligarse especificamente a la
tubulina y bloquear la propiedad de dicha proteina para polimerizarse en
microtdbulos. Por su parte, el paclitaxel, que recibe también el nombre de taxol,
posee efectos farmacoldgicos peculiares como inhibidor de la mitosis, pero difiere
de los alcaloides de la vinca en que estimula la formacién de microtibulos, y no la
inhibe; se liga especificamente a las subunidades p-tubulina de los microtubulos,
y asi, antagoniza el desensamble de esta proteina citoesquelética; por lo que en
las células tratadas con este compuesto se observan haces de microtubulos y

estructuras aberrantes. En consecuencia el ciclo celular se detiene en mitosis'® 7



f) agentes hormonales

El efecto de la hormonoterapia se produce a partir de diversos mecanismos, como
impedir o reducir la sintesis de hormonas que favorecen el crecimiento tumoral,
antagonizar sus efectos, interfenr su accién sobre la célula diana e interaccionar en
los procesos de regulacién interhormonal. Como ejemplos de estos se reportan

los siguientes: progestagenos, antiestrégenos, y antiprolactinémicos>® 7.8,

25 EL NJIFURTIMOX

En la actualidad son conocidos dos farmacos con actividad clinica
reconocida para el tratamiento de la enfermedad de Chagas producida por el
Trypanosoma cruzi, los cuales son el Nifutimox y Benznidazol'”. Estos
compuestos muestran respuesta clinica insatisfactoria, y varios efectos adversos;
por lo que siguen siendo investigados estos y sus derivados®. Muchos autores
han reportado que T Cruzi es particularmente sensible a los compuestos que
producen radicales libres, debido a que carece de las enzimas Catalasa y Glutation
peroxidasa, y han propuesto que el principal mecanismo de acciéon del nifurtimox
es la produccion intracelular de anion superéxido”; ademas, es bien conocido
que el ciclo redox de compuestos nitro, especialmente el Nifurtimox y el
Benzinidazol genera nitroaniones y radicales libres de oxigeno22 . Antes de 1975 el
mecanismo de accidén de los nitrofuranos era desconocido, pero en el aiio de 1979
Docampo y Stoppani, propusieron que el Nifurtimox induce un incremento en la

velocidad respiratoria y una liberacién de perdxido de hidrégeno en el protozoario,

debido a que el sustituyente nitro sobre el anillo de furano de la molécula, puede



20.28

reaccionar con reductores biolégicos como el NADP(H)™“". como lo muestra el

mecanismo siguiente:

Figura 1.- Estructura quimica del nifurtimax

Nitrato reductasa
a) NAD(P)H + H* + 2AINO;————» 2ArNO2 + NAD(P)* + H*

b) AINO2 + 02 ——» AINO; + O
SOD
c) Oz + O + 2H* ——» H202 + O2
Fe¥*

d) Oz + H202 —————% 0;+HO + HO-

Figura 2.- Mecanismo de accion del Nifurtimox, en el que se observa la generacion
de derivados tdxicos de oxigeno.



a) Reduccién del grupo nitro de los nitrofuranos por NADP(H) como
donador de electrones.

b) El i6n radical se oxida para formar el anién radical superéxido.

¢) Produccién de peréxido de hidrégeno en presencia de la Superéxido
dismutasa.

d) A partir de especies reactivas involucradas se forma el radical hidroxilo

altamente reactivo®®?3",

2.6 LAS AMIDAS DERIVADAS DE FURANO

Con base en lo mencionado anteriormente, a partir del ano 2001 Pozas
Horcasitas y colaboradores, iniciaron la sintesis de una serie de amidas
o,B “insaturadas derivadas del furano para ser utilizadas como quimioterapia

28.29,30.31.32.33 En este

alternativa, tormmando como molécula lider al Nifurtimox
sentido, aprovechando la actividad biolégica de este compuesto en el presente
trabajo se probaron seis de estos derivados (tabla.1) con el objetivo de investigar
dicha actividad en lineas celulares tumorales de origen humano. Con relacion a lo
anterior Baranda (2004)33 encontré que un grupo de compuestos pertenecientes a
esta serie de amidas a,f-insaturadas derivadas de furano presentaron actividad
citotdxica importante sobre las mismas lineas celulares utilizadas en este trabajo, y
propuso una muerte celular apoptética como respuesta a la exposicién de dos de
los compuestos. La apoptosis en el trabajo de Baranda fue demostrada por
citometria de flujo, ya que se presentd un aumento en la poblacion de células en la
fase sub-G1, posterior a un arresto transitorio en la fase de sintesis (S) en el ciclo

celular® .



Tabla 1. Amidas a,B insaturadas derivadas de furano.

furit)-2-(E}-propenamida

Compuesto Estructura Nombre
0
A A H\/©)‘ N-{4-nifrobencil}-3-(5-nitro-2-
furil)-2-(E})-propenamida
o
B I\ NH\/@ N-furfuril-3- (5-nilro-2-furil)-2- (€)-
propenomida
o
¢ I\ H \/@ N-furturik-3-(2-furil)-2- (€) -
o e propenamida
[=)
b A 5 | N-{4-Inifluoromeliloencil)-3- (5-
~ ;]/N nitro-2-furil}-2-(E)-propenamida
cH
E R N-{4-melilbencil)-3-{5-nitro-2-
~ H furil)-2-{E)-propencomido
¢}
. F
P W@\WH\/@ N-(4-fluorobencil)-3- (5-nilro-2-
[s}

el nombre del compuesio designado desde A hasta F, es el nombre que se
manejd en el resto del lexto?.




2.7 EL SIGNIFICADO DE LA APOPTOSIS

El término apoptosis que fue introducido por vez primera en una
publicaciéon de Kerr y Willie en 1972, se ha empleado para describir los procesos
morfolbgicos que conducen a un tipo de autodestrucciéon celular controlada. La
palabra apoptosis es de origen griego y significa “lo que cae o lo que s¢
desprende”, en analogia a las hojas y pétalos que se desprenden -de los

arboles®250.56.

Esta analogia hace un especial énfasis a que la muerte en los seres vivos es parte

5056 Se habla de un

integral y necesaria de los ciclos de vida de los organismos
programa controlado de muerte celular debido a que la célula tiene una
participacién activa y un control de tipo genético en su propia muerte celular®. Los
procesos apoptéticos tienen en general, un significado biolégico ampliamente
conocido. Por ejemplo, se encuentran involucrados en el funcionamiento del
sistema inmune, en la eliminacion de células con defectos o que resulten daiinas,
y que son esenciales para el desarrolio .embrionario y para la homeostasis de los
tejidos en los organismos muiticelulares’”%®%* | De esta manera una disfuncién o
regulacién ineficiente del programa apoptético estd implicado en una variedad de

condiciones patoldgicas, ya sean degenerativas, por infeccibn o de

autoinmunidad?%4%%2,



2.8 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS CELULARES EN LA APOPTOSIS

Las células apoptoticas atraviesan por una serie de cambios morfolégicos
que ya han sido bien descritos por varios autores®®*™%243 En la fase inicial fa
célula individual contenida en un tejido puede perder el contacto con células
vecinas, el nicleo se condensa, formando capsulas de cromatina en su periferia o
incluso puede ser fragmentado, la célula se contrae debido a la pérdida de
volumen citoplasmatico, mientras que el resto de los organelos pueden
permanecer intactos. En la siguiente fase la membrana celular presenta
perturbaciones morfolégicas que conducen a la fragmentacién; la célula queda
fragmentada en los llamados cuerpos apoptéticos que contienen restos de
citoplasma, de cromatina y de los organelos dentro de compartimientos de
membrana. Finalmente las células vecinas y macréfagos fagocitan los cuerpos

apoptéticos y los degradan completamente dentro de los fagosomas® 4746 552

La apoptosis es un programa de muerte celular altamente regulado y eficiente que
requiere de la interaccién de multiples factores, los componentes de la red de
senalizacion apoptodtica se encuentran genéticamente codificados, y listos para ser
activados por un estimulo que induzca hacia la muerte celular. El proceso puede
ser iniciado por estimulos provenientes del interior o del exterior de la célula entre
los que se encuentran: la unidén de ligandos a receptores de la superficie celular,
dafno al ADN como resultado de defectos en los mecanismos de reparacion,
tratamiento por farmacos citotdxicos, irradiacion o la s_upresién de factores de

supervivenciase.



29 LAS CASPASAS Y SU PARTICIPACION EN EL PROCESO

La apoptosis en células de mamiferos es mediadela por una familia de cistein
proteasas llamadas caspasas, del inglés (cysteine-dependent aspartate-specific
proteases). La mayoria de los cambios morfolégicos caracteristicos que han sido
observados en el programa de apoptosis son causados por este grupo de cistein-
proteasas y son activadas especificamente en las células apoptéticas. Para
mantener el programa de muerte bajo control, las caspasas son inicialmente
expresadas como precursores inactivos llamados “procaspasas”"s. Dentro de este
grupo las caspasas presentan semejanzas estructurales entre si y constituyen una
larga familia de proteinas, que han sido altamente conservadas en el paso de la
evolucién, ya que se pueden encontrar desde el ser humano hasta los insectos y
nematodos donde se han encontrado diversos homélogos de ellas. Hasta el afo
2000 se habian identificado casi una docena de ellas en los humanos, y dos
tercios de ellas habian sido sugeridas como funcionales, en el programa de muerte

celular apoptético® 2.

Todas las caspasas conocidas poseen un sitio activo de un residuo de cisteina, y.
activan a sus sustratos éspecificamente después de los residuos de Aacido
aspartico (Asp)®' . Inicialmente son sintetizadas como zimbgenos inactivos
llamados procaspasas, que, cercano a su extremo N-terminal, poseen un
prodominio seguido de una subunidad corta y una larga, separadas por un péptido
de unién. En su maduracion las procaspasas son proteoliticamente procesadas
entre las dos subunidades y de ésta manera se produce una caspasa activa que

es un tetraheterodimero formado por dos unidades cortas y dos Iargas56'51'43.



Las caspasas proapoptéticas pueden dividirse en dos grupos. El grupo de
caspasas iniciadoras que incluye a las procaspasas 2, 8, 9y 10, y el grupo de las
caspasas ejecutantes del programa de muerte que incluyen a las procaspasas 3,6
y 7. Las caspasas ejecutantes del programa de muerte poseen solo prodominios
cortos, mientras que las caspasas iniciadoras poseen prodominios largos. En el
caso de las procaspasas 8 y 10 contienen dominios efectores de muerte (DED) o
los dominios de reclutamiento de caspasas (CARD) como en el caso de las

procaspasas 9y 2%.

2.10 DOS ViAS PARA ACTIVAR LAS CASPASAS

En general existen dos vias por las cuales la activacién de las caspasas se

puede presentar: las via extrinseca y la via intrinseca de la apoptosis‘13

La via extrinseca es activada por la unién de la familia de los receptores del factor
de necrosis tumoral (TNF-RI, TNF-RIl y FAS/CD95) situados en la superficie
celular con ligandos tales como: el factor de necrosis tumoral (TNF) y el ligando de
FAS (FASL), respectivamente, lo cual va a inducir en el citoplasma la formacion del
complejo de senalizacién de muerte inducida (DISC). Este complejo, a su vez,
recluta moléculas de procaspasas 8 y por la proximidad que mantienen estos
zimogenos, se asume como teoria, que se activan por autoprotedlisis.
Posteriormente las caspasas-8 ya activas, pueden activar a las caspasas efectoras
que activaran luego sustratos proteicos que van a causar la muerte celular’"®,
posteriormente, el miembro Bid de la Familia de proteinas Bcl-2 (ver seccién 2.11)
puede amplificar la senalizaciéon de la apoptosis al ser activado por caspasa-8, y

luego translocado hacia la mitocondria, para causar la liberacion de factores



proapoptéticos mitocondriales hacia el citosol, que luego podran activar a las

caspasas efectoras (-3, -6 y -7)°".

Ademas de amplificar y mediar las vias extrinsecas de la apoptosis, la
mitocondria también tiene un papel central en la integracién y la propagacién de
las senales de muerte originadas en el interior de la célula, tales como: dano en
ADN, hipoxia, estrés oxidativo, o ausencia de nutrientes® . La mayoria de las
condiciones que pueden inducir 1a apoptosis se involucran hacia la disminucion del
potencial de la membrana interna mitocondrial (Ay)y de la permeabilidad de
transicién (PT). Con esto, se da un incremento de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial interna hacia los solutos con un peso molecular
aproximado y por debajo de los 1.5 kDa; al mismo tiempo, se produce un
hinchamiento mitocondrial por ésmosis debido a un transporte de agua hacia la
matriz  mitocondrial, lo que resulta en la ruptura de la membrana mitocondrial
externa, que causa finalmente, la liberacion de las proteinas proapotéticas hacia el
citoplasma®**®. Por lo recién mencionado, se presenta la liberacién de citocromo
C, que se une 1 a 1 con 7 unidades de la proteina Apaf-1 (factor activador de
proteasas aoptoticas-1), dando origen asi a una estructura heptamérica llamada
apoptosoma. La procaspasa -9 puede unirse a ésta estructura y activarse por
medio de la formacion de dimeros. Una vez que esta caspasa iniciadora ha sido
activada, puede posteriormente, activar proteoliticamente al resto de las caspasas
efectoras: caspasas (-3, -6 y -7), las cuales pueden activar a diferentes sustratos
proteicos o a otras caspasas, para amplificar y mediar las sefiales que daran
origen a la ejecucion del programa de muerte, lo que se reflejara én todos los
cambios morfoldgicos y eventos bioquimicos que se reportan como observados y

estudiados en el programa de muerte por apoptosisse.



2.11 MECANISMOS DE REGULACION EN LA APOPTOSIS

Bcl-2 es un oncogén que se encuentra frecuentemente ligado al locus de una
inmunoglobulina, cuando se presenta la traslocacién cromosomal t(14:18), en el
linfoma folicular de células B, de ahi su nombre. Fue el primer ejemplo de un
oncogén que inhibia la muerte celular y ademas promovia la proliferaciéon. Se han
identificado una serie de homélogos de Bcl-2, y en esta familia de proteinas, se ha
encontrado la presencia de secuencias conservadas conocidas como: dominios de

homologia de Bcl-2 (de BH1 a BH4)*",

Los miembros de la familia Bcl-2, pueden dividirse dentro de dos grupos de
acuerdo a su funcién y las similitudes estructurales, los miembros antiapoptéticos y
los proapoptéticos. Dentro de la célula, los miembros proapoptéticos de la familia
Bcl-2 (Bax, Bak y Bok) y las proteinas con el dominiq de BH; exclusivo ( Noxa,
PUMA, Bim, Bmf, Bad, Bid) son antagonizados por los miembros antiapoptéticos
de Bcl-2 (Bcl-2, Bel-X,, Bcl-w, A;). En respuesta a un estimulo apoptético los
miembros con dominio BH3 exclusivo son activados por regulaciéon positiva
transcripcional, relocalizacion subcelular, desfosforilacion o protedlisis. Luego,
estas proteinas se unen a los miembros antiapoptéticos Bel-2 para que no impidan
la actividad de las miembros proapoptoéticos (Bax y Bak) a nivel mitocondrial. De
esta forma los miembros proapoptéticos, pueden oligomerizarse e insertarse en la
membrana mitocondrial, donde pueden formar canales, ya sea por ellos mismos, 0
por la asociacion con el poro de permeabilidad de transicion (PTP). En

consecuencia se liberan los factores proapoptéticas del interior de la mitocondria,



para que luego se presente, la cascada de activacién de caspasas mencionada
anteriormente®®4740.

Como mecanismo de refuerzo en el proceso, son liberadas de la mitocondria los
factores proapoptoticos (Smac/Diablo y Htra2/Omi) que remueven a los factores
inhibidores de proteinas de apoptosis (IAP’s) para asegurar la continuidad hacia la
muerte celular .

Ademas de la liberacién de los factores mitocondriales, la disminucion de (Ay) y de
(PT) provocan un desequilibrio bioquimico en la célula: la sintesis de ATP se
detiene, el NADH, el NADPH y el Glutation son oxidados, y por esto las ERO son
altamente generadas. Los niveles incrementados de ERO causan directamente la
oxidacion de proteinas, lipidos y acidos nucleicos y asi, nuevamente se presenta la
caida de el potencial de membrana mitocondrial (Ay)como mecanismo de

retroalimentacién positivo® % .

212 LA MUERTE CELULAR EN LA NECROSIS.

Este tipo de muerte celular es resultado de procesos patofisiolégicos como
la infeccion, la inflamacion o la isquemia‘13 . La necrosis es el proceso que se da
cuando una célula presenta dafio severo y pierde, entre otras cosas, la integridad
de su membrana, que le llevara a muerte por lisis celular. En estas circunstancias
se libera el contenido intracelular, lo que in vivo favorece la aparicion de procesos
inflamatorios. Al igual que durante la apoptosis, también se presenta la agregacién
de la cromatina nuclear, que sin embargo es menos densa y menos homogénea
que lo que se puede observar durante la muerte por apoptosis. A diferencia de la
apoptosis durante la necrosis los organelos se hinchan y el volumen celular

aumenta considerablemente. Ninguno de estos cambios esla delerminado



genéticamente y resulta, mas bien, de la pérdida de sincronizacién funcional entre
los procesos bioguimicos y las estructuras macromoleculares que constituyen a la
célula. Durante la muerte por necrosis el ADN se degrada por accién de
endonucleasas y exonucleasas, y los nucleosomas parecen perder la integridad ya
que al separarse por electroforesis en geles de agarosa, se observa un barrido sin
que aparezcan las bandas discretas. Esto refleja que en la muerte por necrosis el
ADN se corta en fragmentos de una gran variedad de tamafos. En algunos
trabajos también se relaciona a este tipo de muerte celular con el dano

oxidative®>%,

2.13 LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (ERO).

El oxigeno molecular (O;) es esencial para la supervivencia de todos los
organismos aerébicos, ya que su consumo estd acoplado a la produécién de
energia mediante la sintesis de ATP. Este proceso se conoce como fosforilacion
oxidativa, en el cual el oxigeno sirve como aceptor final de electrones dentro de un
complejo enzimatico mitocondrial, que le transfiere electrones y lo reduce, para
formar agua. Como consecuencia de esta transferencia de electrones se producen
metabolitos reactivos derivados de oxigeno dentro de los que se incluyen: el
radical hidroxilo (HO'), el anién superdxido (07" ), el oxigeno singulete ('0y) y el
peréxido de hidrégeno (H.O2). Estos metabolitos parciaimente reducidos son
llamados “Especies Reactivas de Oxigeno" (ERO), debido a las reactividades

altas que poseen en relacién al oxigeno molecular’*727®,
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Las ERO derivadas de la mitocondria y de otras fuentes celulares, han sido
consideradas como toxicas para el metabolismo, con .potencial para causar dano
celular en Iipidos, proteinas y ADN. Para lograr una proteccién contra los efectos
de ERO, las células poseen varias enzimas antioxidantes tales como: la
Superéxido Dismutasa (reduce O,” a H;0y), la Catalasa y la Peroxidasa, que
remueven H,O, para generar agua, y la glutation peroxidasa (GPx), que puede
remover productos de la peroxidacién, formados en la reaccién de lipidos con
ERO’™® . En este sentido el estrés oxidativo puede ser definido como un
desbalance entre la produccién de especies oxidantes y la capacidad antioxidante

de una célula, para prevenir dafio celular por oxidacién’®.

2,14 IMPLICACIONES DE LAS ERO EN LA APOPTOSIS

La apoptosis como anteriormente se habia mencionado puede iniciarse por
una variedad de estimulos entre los que se incluyen: la hipertermia, la supresion
del factores de crecimiento, hormonas, agentes oxidantes, la radiacién ionizante y
multiples agentes quimioterapéuticos71 . Algunas lineas de investigacién dan
evidencia de que el estrés oxidativo es mediador en el proceso de apoplosis79'43'57.
Se ha propuesto que actua por un decremento del nivel intracelular de Glutation -el
maés eficiente regulador del estado redox intracelular- o por incremento mismo de
ERO. El H;0O., en dosis bajas induce la apoplosis por la via de produccién de

radicales HO' y la alteracion de la via oxidante/antioxidante dentro de la célula’"2 .

En el afo del 2002 Nakawaga observé que el triéxido de arsénico indujo apoptosis
a través de estrés oxidativo en lineas celulares de cancer de colon; ademas

observé que la apoptosis fue llevada acabo por la activacion de la caspasa- 3 sin
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que las células sometidas a tratamiento perdieran su potencial de membrana
mitocondrial aun con la sobreexpresion de proteinas Bcl-2 ya que esta
sobreexpresion inhibe la apoptosis en. respuesta en respuesté a varios estimulos,
citotoxicos™®’®. Estos resultados sugirieron que la apoptosis fue ejecutada bajo
condiciones de sobreproduccion de ERO por medio de la activacion de caspasa 3

sin intervencién de la via mitocondrial’®

Se ha observado también que el
quinifuryl, un antiséptico usado en la cirugia, que posee el susituyente 5-
nitrofurano en su molécula; presenté efectos citotdxicos en la linea celular K562 de
eritroleucemia humana por mecanismos de produccion de especies reactivas de

oxigeno y nitrégeno durante el metabolismo de este compuesto bajo condiciones

de iluminacién o de oscuridad®.

La observacion de que varios tipos de cancer presentan una posible relacién entre
actividades disminuidas de enzimas antioxidantes y un incremento en los niveles
de bases hidroxiladas de ADN por daio oxidativo apoya el hecho de que se
encuentran las ERO incrementadas en células lumorales. De hecho los niveles de
enzimas antioxidantes en linfocitos de leucemia linfoblastica aguda son mas bajos
que en células normales control”'7?. Existe un grupo de lineas celulares que han
sido fuertemente relacionadas con un desequilibrio en el estado redox
intracelular’ 72, A pesar de algunas excepciones, los niveles basales de defensas
antioxidantes estan frecuentemente disminuidos en las células tumorales; por
ejemplo las actividades de la SOD que contiene cobre/zinc y manganeso son
relativamente mas bajas en algunos tipos de células tumorales, cuando son
comparadas con las células normales de las que derivaron’. A pesar de esto, atin
hay pocos estudios que han comparado las respuestas al estrés oxidativo entre

células normales y células tumorales de una manera mas sistematica’ 7272,
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2.15 EFECTO DE LAS ERO EN LAS BIOMOLECULAS.
EFECTO SOBRE LOS ACIDOS NUCLEICOS

Los radicales libres dafan al ADN al reaccionar con las bases nitrogenadas
y con las desoxirribosas. El dafno oxidativo al ADN es de extrema importancia,
debido a que la bases nitrogenadas dafiadas pueden generar mutaciones que
resultan en carcinogénesis, apoptosis y enfermedades hereditarias; se han
detectado mas de veinte tipos de modificaciones estructurales a las bases. Se ha
observado que en presencia de ERO existe la fragmentacién del ADN y aparecen

fragmentos internucleosomales™.
OXIDACION DE LIPIDOS POR EROS

El efecto mas importante de las ERO sobre los lipidos es la reaccién de
lipoperoxidacién; se genera este tipo de reaccién cua_ndo se da el contacto de los
lipidos con cualquiera de las ERO. En esta reaccién el radical libre puede oxidar
una cadena lipidica insaturada, dando asi origen a un lipido hidroperdxido y a un
radical alquilo; el alquilo puede reaccionar con el oxigeno para generar
nuevamente fa especie inicial, proceso que constituye una reaccién cilclica. La
lipoperoxidacién puede causar alteracién en la estructura de la membrana, en su
fluidez y daifo en su integridad. En esta reaccion se pueden formar especies como
el malonildialdehido y el 4-hidroxi-3-nonenal; ambas especies pueden interactuar

con componentes celulares, como las proteinas y el ADN728
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OXIDACION DE PROTEINAS POR EROS

Uno de los aspectos mas importantes en las condiciones de estrés oxidativo
es el dafio de las ERO en las proteinas celulares debido a que se pueden
interrumpir las vias metabélicas, se puede dar la pérdida de la actividad catalitica y
se puede presentar el dano en la integridad de las proteinas estructurales. Los
efectos que causan los radicales libres sobre las proteinas son generalmente: la
maodificacion por la oxidacién de los residuos de cisteina, la formacién de puentes
disulfuro intramoleculares, la dimerizacion de proteinas por puentes disulfuro
intermoleculares, rompimiento del enlace peptidico y la oxidacién por reacciones

tipo Fenton catalizadas por metales®®.

2.16 METODOS PARA LA DETECCION DE LA APOPTOSIS.

La deteccién de la apoptosis ha adquirido gran importancia en el area de la
investigacion del cancer, ya que puede ser (til para conocer los mecanismo de
accién de farmacos, mecanismos asociados a la naturaleza de la enfermedad y
efectividad de los tratamientos. Dentro de los procesos comulnmente utilizados
para detectar la apoptosis estan, la deteccién de la degradacion de ADN, cambios
en la simetria de la membrana celular y activacién de proteinas especiﬁcas”. Los

metodos utilizados principalmente son:
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1) Cambios morfolégicos presentes en la MCP (muerte celular programada).

Una de las primeras manifestaciones morfolégicas de la presencia de muerte
celular por apoptosis es la pérdida de la unién celular, asi como cambios en la
organizacién de la membrana citoplasmatica, la aparicién de condensacién de la
cromatina, la aparicion de cuerpos apoptéticos y alteraciones en la mitocondria.
Para determinar estos cambios en la célula se puede hacer uso de la microscopia

de luz (campo claro, fluorescencia) o la microscopia electrénica®.

2) Deteccion de la degradacién del ADN.

La degradacion del ADN de forma especifica entre nucleosomas, se asocia con la
apoptosis. Al realizar un corrimiento electroforético de extractos de ADN es posible
observar un patrén caracteristico de ADN en escalera, el cual contiene fragmentos
discretos y multiplos del tamafo de un nucleosoma, a los cuales se les llama
ladder of DNA™%, como una analogia a un patrén similar a peldafos de una

escalera.

3) Deteccién de degradacion de ADN en células individuales por medio del

marcaje del ADN.

Uno de los métodos mas utilizados es el de marcaje de ADN de hebra sencilla por
medio de una transferencia terminal, que adiciona nucledtidos marcados con
fluoresceina. Este método se conoce como TUNEL (transferase-mediated dUTP
nick end-labeling), y se puede utilizar para la deteccidbn por citometria de flujo y

para la microscopia. Esta técnica Permite detectar la presencia de fragmentacién
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en células individuales. Durante los estados tardios de la necrosis también se
presenta la degradacién de ADN, aunque no con el patron internucleosomal
presente en la apoptosis, 10 que no es posible distinguir con éste método, asi que
se sugiere la e_valuacién morfoldgica. La técnica de TUNEL tienen la especificidad
de marcar preferencialmente fragmentos de ADN inducidos por apopotosis que

aquellos producidos por necrosis 36,39,

4) Deteccién de aclivaciéon de caspasas.

La determinacion de la activacibn de caspasas tiene gran importancia para la
deteccién de la apoptosis. La activacion de la caspasa 3 se utiliza como marcador
temprano y presenta la ventaja de tener una alta correlacidén con la induccién de la

apoptosis, por lo que elimina la incertidumbre presente con otros marcadores®.

5) Evaluacién de la simetria de la membrana celular.

Un evento temprano presente en la apoptosis es la pérdida de la simetria de la
membrana citolplasmatica. La fosfatidil serina es una molécula que se encuentra
en el interior de la célula pero cuando la célula entra en apoptosis, la fosfatidil
serina se expone hacia el exterior. Por eso se han desarrollado métodos como la
tincion con Anexina V, que es un compuesto que no se difunde hacia el interior, y
que ha mostrado afinidad a la fosfatidilserina. Esta técnica se recomienda para

estudios in vitro®®
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217 TECNICAS PARA MEDIR LA VIABILIDAD CELULAR.

La sensibilidad o resistencia que puedan presentar las Jlineas celulares de
cancer frente a la exposicion de farmacos citotoxicos son factores importantes en
la planeacién de los tratamientos; por lo tanto, encontrar la potencia de nuevos y
ya conocidos agentes antineoplasicos es un tema y una actividad de uso cotidiano

en el campo de la investigacién sobre el cancer’?%,

Muchos ensayos biolégicos requieren de la determinacién células sobrevivientes o
en proliferacién, lo que se puede lograr por varios métodos, ya sea: el conteo de
células que incluyen o excluyen una tincién en el medio, la determinacién de
proteinas marcadas con (*'Cr) después de la lisis celular y el andlisis de la
incorporacion de nucledtidos marcados con radioactividad Timidina [°H] o

lododesoxiuridina [I'?I durante la proliferacion celular®®7,

2.18 TECNICA DEL MTT

La técnica del MTT fue descrita por Mossman en 19835, y representa una
forma rapida, sensible y facil de medir ia viabilidad celular después de tiempos de
exposiciébn a compuestos con potencial citotéxico. Ha sido modificado por varios
investigadores desde que, por primera vez, fue desarroliado por Mossman . Se
basa en la reduccién (fig. 4) metabolica de la sal de color amarillo bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (fig.3) por deshidrogensasas
mitocondriales en las células viables dando como producto cristales de color
purpura (formazan del MTT) insolubles en agua. De este modo, la absorcién en la

regién del visible del formazan disuelto, se relaciona directamente con la cantidad

27



de células vivas e intactas. Los compuestos citotéxicos son capaces de dafar o
destruir a las células, por esto se puede dar la disminucién en la reduccién del
MTT a formazan.’*® Datos recientes sugieren que enzimas citosélicas vy

microsomales también contribuyen a la reduccion del MTT 5297,

>/N

\ /

figura 3. estructura quimica del bromuro de 3-(4,5-dimelilliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

NH

/

NADH NAD+

O Ao ooy

figura 4. la reduccién del anillo de tetrazolio del MTT.
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3. HIPOTESIS

Se ha observado que las amidas ao,p-insaturadas derivadas del furano
presentan actividad citotdxica en parasitos unicelulares y en ciertas lineas
celulares tumorales. Por lo tanto, en este trabajo se espera observar actividad
citotéxica en las lineas celulares tratadas con este grupo de compuestos y la

posible muerte de tipo apoptética.

4. OBJETIVOS

« OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto citotéxico de seis amidas «,-insaturadas derivadas del

furano en lineas celulares tumorales, por medio de ensayos in vitro.

¢ OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la concentraciéon inhibitoria 50 (ICso ) que producen las
amidas o,B-insaturadas derivadas del furano en las diferentes lineas

celulares tumorales.

Determinar el tipo de muerte celular, utilizando el ensayo de TUNEL.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 LINEAS CELULARES EMPLEADAS

El cultivo de células es una herramienta con amplia utilidad para la
investigacién de la biologia celular, que nos permite examinar la unidad basica
de la vida después de probar infinidad de variables experimentales, una vez
que conseguimos mantener las células vivas después de largos periodos de
tiempo, podremos comenzar a manipularlas con el objetivo de dar respuesta a
las preguntas planteadas. Para asegurar que los resultados obtenidos tienen
alguna validez las condiciones de cultivo deberan de ser las 6ptimas. Existen
lineas celulares de diverso origen y para la investigacién se van a elegir segun
las necesidades que se tengan. En el presente trabajo se utilizaron lineas
celulares tumorales de origen humano con diferentes sitios de origen, para
tratar de observar diferencias en las respuestas ante la exposicion a los

compuestos®’.

K562: Células de leucemia mielogénica crénica humana, obtenida de la pleura.
MCE-7; Células de carcinoma de gldndula mamaria, presenta caracteristicas
diferenciales de las células epiteliales de mamifero, incluyendo su capacidad para
procesar estradiol via receptores de estrégeno citoplasmaticos, puede contener la
informacién del virus del papiloma humano .

C-33: Linea proveniente de adenocarcinoma de cérvix humano, ésta linea forma

tumores en ratones desnudos.

30



HelLa: Células de carcinoma epidermal de cérvix humano, crece de forma
adherente y posée la secuencia del virus del papiloma humano 18. Es la linea
celular mas ampliamente estudiada.

CALOQ: Células de carcinoma epidermal de cérvix humano, posee la informaciéon
del virus del papiloma humano 18.

SW620: Son células de adenocarcinoma de colon linfatico aisladas por Leibovitz

en 1976 y son altamente tumorigénicas en ratones desnudos®®*?’.

5.2 SOLUCIONES UTILIZADAS

5.2.1 MEDIO DE CULTIVO DMEM

Medio DMEM (Gibco) contenido de un sobre
Antibiotico-antimicético (Gibco) 100 mL

HEPES (Sigma) 220g

L-piruvato (Gibco) 10 mL

Aminodcidos (Gibco) 10 mL

NaHCO; (Baker) 3.70¢g

Agua desionizada estéril ’ 900 mL

Suero felal bovino inactivado 100 mL

» El contenido de un sobre del medio de cultivo se vierte y se disuelve en 700
mL de agua desionizada previamente eslerilizada, al igual que los
complementos ( NaHCO; , HEPES, L-piruvato, antibi6tico-antimicotico y
aminoacidos)

+ Se agrega agua desionizada estéril ¢c.b.p. 900 mL
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Se esteriliza el medio de cultivo por el método de fiitracion a través de
membrana millipore de 0.22uM.

Con fines practicos se toman partes alicuotas del medio de cultivo y se
transfieren a botellas de vidrio estériles y se refrigera a 4°C para
conservarlo.

Segun la cantidad de medio de cultivo que se desee utilizar, se
complementa al 10% con suero fetal bovino inactivado previo a su

utilizacion.

Se realiza una prueba de esterilidad del medio de cultivo ya

complementado previo a su utilizacion para el cultivo celular.

5.2.2 SOLUCION DE PBS-EDTA

NaCl (J.T. Baker) 8.0¢g

KH,PO;, (sigma) 0.24 g
NayHPO, (sigma) 1.44 g

KCI (J.T. Baker) 029

EDTA disédico (sigma) 0.372g

Agua destlilada ¢.b.p. 1000 mL

Se disolvieron todas las sales en 300 mL de agua desionizada.

Se ajustd el pH con NaOH o HCI diluido hasta 7.4

Se afor6 a un litro en un matraz volumétrico y se homogenizé la solucion.
Se esterilizd en autoclave y se conserva a temperatura ambiente o en

refrigeracion con las precauciones necesarias para mantener la esterilidad.
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523 . SOLUCION DE PBS

NaCl (J.T. Baker) 8.0g

KH2PO4 (sigma) 0.24 9
Na,HPO; (sigma) 1449

KCI (J.T. Baker) 029

Agua destlilada ¢.b.p. 1000 mL

= Para su elaboracién se procede de la misma forma en que se elabor6 el

PBS-EDTA, solo que se omiti6 la adiciéon de ésta sal.

5.24 MEDIO DE CULTIVO SIN COMPLEMENTAR

Medio DMEM (Gibco) contenido de un sobre
Antibiético-antimicético 100 mL

HEPES 2209

L-piruvato 10 mL

Aminoacidos 10 mL

NaHCO; 3.70 g

Agua desionizada esteéril 900 mL

= Para su elaboracién se procede de la misma forma en que se elabor6 el
medio de cultivo complementado a diferencia de que se omitié la adicién

det complemento con suero fetal bovino al 10 %
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525 SOLUCION-REACTIVO DE MTT

Para preparar 50 mL de solucién.

MTT (sigma) 125 mg

S.8.1. estéril 50 mL

o Se pesé el MTT utilizando guantes debido a la toxicidad del compuesto

e Se disolvio la sal en 50mL de S.S.I. estéril.

o Se esterilizd la solucién por método de filtracién usando membrana Millipore
de 0.22 uM.

» Se cubrid el tubo con papel aluminio y se conservé en refrigeracion.

526  SOLUCION SALINA ISOTONICA ESTERIL (0.09%) S.S.I

NaCl (J.T. Baker) 0.090g

Agua desionizada 100 mL

e Sedisolvié la sal en 50mL de agua desionizada
e Selleva al aforo con agua desionizada c¢.b.p. 100 mL
o Se esteriliza en autoclave y se almacena a temperatura ambiente, con

las precauciones necesarias para conservar la condicion de esterilidad.
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5.27 SOLUCION DE PARAFORMALDEHIDO AL 4 % (PFA 4 %)

Paraformaldehido (PBS) 20g

Solucién de PBS c.b.p. 100 mL

s« Se pesa el PFA con guantes y cubrebocas debido a la toxicidad del
compuesto.

e Sedisuelve en 30 mL de PBS sobre la parrilla de calentamiento y agitacién
magnética constante.

s Yadisuelto, se afora en un matraz volumétrico hasta 50 mL con la solucién
de PBS

¢ Se filtra para retirar impurezas.

5.2.8 SOLUCIONES DE LAS AMIDAS

Se pesaron en balanza analitica las siguientes cantidades de los seis compuestos

usados:
A=00012g
B=0.0016 g
C=0.0020g
D =0.0015g
E=00015¢
F=0.0018g
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Posteriormente se disolvié uno de ellos en una cantidad arbitraria de DMSO, que
no excedié los 100 pL. Luego, a partir de este stock se hicieron las diluciones
necesarias en medio de cultivo sin complementar para obtener el intervalo de
concentraciones en el cual se probaron los compuestos. En base a los calculos del

primer compuesto se hicieron las soluciones de los compuestos restantes.

53 METODOLOGIA

5.3.1 DESCONGELAMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES

a) Se virtieron 3.5mL de medio de cultivo DMEM en cajas de Petri de 5 cm de
diametro; posteriormente se introdujeron a la incubadora con el fin de atemperar el
medio contenido en ellas.

b) Se toman los criotubos del banco de células contenidas en nitrégeno liquido
(N21) o en congelacién a -70°C, y se fundié el contenido con la ayuda de la
temperatura corporal.

c) En el punto en el que aun persistia un botén de células congeladas en el
criotubo, se vertié el contenido de éste dentro de las cajas de Petri y se distribuyo
con movimientos circulares suaves.

d) Las cajas se dejaron reposando en incubacion de 37°C, 5% de CO, por dos
horas hasta que las células se adhirieron al fondo de la caja Petri, pasado este
tiempo se cambié el medio por medio fresco, para eliminar células que no

adhirieron.
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5.3.2 MANTENIMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES

Se observé el cultivo celular con ayuda del microscopio invertido (IM ). En el caso
de que se observara una confluencia menor al intervalo de 80-90 % y la presencia

de detritos en el medio, se procedié de la manera siguiente:

a) Se aplicaron movimientos circulares y movimientos ascendentes y
descendentes también a la caja Petri que contenia el cultivo.

b) Se decantd el medio de cultivo con detritos por medio de un movimiento
rapido y preciso

¢) Se agregd medio de cultivo DMEM fresco en la caja Petri que contenia el

cultivo.
5.3.3 PROPAGACION DE LAS LINEAS CELULARES

Cuando se observd que en la caja Petri que contenia el cultivo existia una
confluencia por arriba del 80 % y la presencia de detritos se procedié de la

siguiente manera:

a) Se aplicaron movimientos circulares, ascendentes y descendentes a la caja
Petri que contenia el cultivo.
b) Por medio de un movimiento rapido y preciso se decanté el medio de cultivo

con detritos hacia un vaso de precipitados
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c)

d)

e)

f)

g)

534

Se llevo a cabo un lavado con PBS-EDTA, y se decant6 el sobrenadante.
Este paso se repiti6 las veces que fue necesario hasta ya no observar
detritos.

Se agreg6 la cantidad necesaria de PBS-EDTA para cubrir la capa celular
en el fondo de la caja Petri, y se incubd ésta por 10 minutos a 37 °C.
Concluido este tiempo se disgregd la capa celular con ayuda de una pipeta
y con movimientos de succion y expulsién consecutivos; hasta observar
turbidez en el PBS-EDTA debida a las células suspendidas.

Se adiciond una parte alicuota de la suspension celular a cajas Petri
nuevas con medio de cultivo D-MEM fresco.

Se homogenizaron las células dentro de las cajas con movimientos
circulares suaves, posteriormente se incubaron a 37°C, con una atmoésfera

de 5% de CO; por el tiempo que fue necesario mantenerlas.

CONTEO CELULAR

Se realiz6 este conteo para colocar el nimero adecuado de células en cada pozo

de las placas de 96 en donde se llevaron a cabo los ensayos de citotoxicidad.

a)

b)

Antes de ser usada se limpid la camara de Neubauer con etanol al 70 %,
luego se seco, se colocd en posicidn horizontal

Con la suspension celular en PBS-EDTA, se hicieron las diluciones
necesarias para hacer un conteo pertinente,

Se tomd una alicuota de la dilucion de aproximadamente 40 ulL y se

colocd en las cuadriculas de la camara de Neubauer.
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d) Se repos6 esta alicuota por 5 min. como maximo, para que las células
sedimentaran.

e) Se colocé la cdmara de Neubauer en el microscopio y se contaron las
células existentes en los ocho cuadrantes para la cuenta de linfocitos.
Siguiendo el siguiente criterio: en cada uno de los 16 cuadros pequefios
que forman uno grande, se dibuja una “L” invertida con el lado izquierdo y
el lado superior del cuadro. Posteriormente se cuentan las células
contenidas bajo este espacio, esto para evitar contar una misma célula en
dos cuadros pequefios diferentes. Si una célula se encuentra sobre una
linea, se cuenta en el cuadro al cual corresponda la “L” sobre la que esta.

f) Cuando se obtuvo el promedio de la cuenta de los ocho cuadrantes se

aplicé la siguiente relacién:

CuL = (P) (10%

de donde:

CqL es la cantidad de células en un mililitro de suspensién.

P es el promedio de células contadas en los ocho cuadrantes.

Cuando se obtuvo la cantidad de células que se tenian en cada mililitro de
suspension, se pudo entonces calcular el volumen de suspension adecuado que
se agregd en cada pozo de la placa de 96 pozos para tener aproximadamente
6000 células en cada uno de ellos, y asi se procedib6 a los ensayos de

citotoxicidad.
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5.3.5

EXPOSICION A LOS COMPUESTOS ESTUDIADOS

Cuando se tuvieron dos cajas de petri de 15 cm de diametro con una confluencia

alta (mayor a 80 %) se realizé el siguiente procedimiento:

a)

b)

¢)

d)

f)

g)

Se repiten los pasos a) — e) de la seccién de propagacién
Como se obtuvieron suspensiones con gran densidad celular, se procedio a
llevar a cabo las diluciones pertinentes con DMEM como diluyente para
facilitar el conteo celular.
Luego de realizado el conteo se agregaron aproximadamente 6000 células
en cada pozo de las placas de ELISA, utilizando un volumen de suspension
celular entre 20 y 50 pL por pozo.
Se agregd medio DMEM c.b.p. 200 L y se incubaron las placas a 37°C,
5% CO; y atmodsfera humeda por 24 horas.
Al término del tiempo de incubacion se agrego el compuesto que se diluyd
con medio de cultivo sin complementar, de tal modo que se agregaron 50
plL adicionales para cada pozo, sumandose asi 250 uL por pozo, en el cual
se obtuvo asi la concentracion deseada.
Se incubaron las placas de ELISA por 48 horas mas a 37°C, 5% CO; y
atmésfera humeda.
Al finalizar este tiempo se midié la viabilidad celular, por medio del ensayo
del MTT, en respuesta a la exposicién de los compuestos a las diferentes

concentraciones.

Las 6 amidas a,R-insaturadas derivadas de furano ( tabla 1) se disolvieron

en DMSO como vehiculo. Resultados previos de laboratorio demuestran
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que el DMSO tiene un efecto inhibitorio sobre las lineas celulares utilizadas,

por lo que la cantidad maxima de DMSO por pozo fué menor o igual a 0.2%.

Para descartar que el efecto inhibitorio sea debido al DMSO.

536

a)

TECNICA DEL MTT

A todos los pozos de la placa se adicionaron 30 pl del reactivo de MTT a
una concentracion de 2.5 mg/mL.

Se incubaron las placas en las condiciones citadas anteriormente por un
minimo de 4 horas.

Al término de este tiempo de incubacién se removi6 el medio con reactivo
de MTT decantando la placa.

Los cristales de formazan formados por la reduccion del MTT
sedimentados en el fondo, se resuspendieron con 250 uL de DMSO.

Se realizé la lectura de absorbancia de las soluciones contenidas en los

pozos con un lector de ELISA a 550 nm de longitud de onda.

El porcentaje de células vivas se calcula con respecto a un control solo, por medio

de la siguiente ecuacién:

% inhibicion = 100 [1-(Abs muestra/Abs control)]

Para aquellos compuestos que presentaron un por ciento de inhibicién significativo

con respecto al control, se procedié a calcular el valor de ICsy para la linea celular

en dicho experimento.
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5.3.7 MONTAJE DE CELULAS HelLa EN CUBREOBJETOS

El procedimiento que se describe a continuacion tuvo como finalidad obtener
células adheridas y fijadas a portaobjetos circulares, que posteriormente fueron
utiizadas como muestras para realizar la tincion de hematoxilina y eosina, y para
el experimento de deteccion de muerte celular in situ TUNEL, que se describiran

en secciones siguientes.

a) Se sigue el mismo procedimiento que indica la secci6bn de propagacion de
las lineas celulares desde el inciso (a) hasta el (e).

b) Las células HelLa se incubaron por 24 horas sobre cubreobjetos, a una
densidad de 1x10° células en cajas de 10 cm de diametro que contenian a
los cubreobjetos

c) Terminada esta incubacion se expusieron las células a la concentracion
inhibitoria 50 (ICsp) del compuesto (A): N-(4-nitrobencil)-3-(5-nitro-2-furil)-2-
(E)-propenamida (2.0 uM) obtenida experimentalmente en ensayos de
citotoxicidad a los siguientes tiempos de exposiciéon: 12h, 24h.

d) Como control se emplearon células sin tratamiento al compuesto (A) y

como control positivo, células tratadas con paclitaxel a 50 nM.
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5.3.8 FIJACION DE LAS MUESTRAS

a) Cuando se cumplid un tiempo de exposicidon se extrajeron las cajas de la
incubacion.

b) Se les retir6 el medio de cultivo con remanentes de solucién de compuesto
(A): N-(4-nitrobencil)-3-(5-nitro-2-furil)-2-(E)-propenamida.

¢) Selavaron con 4 mL de PBS.

d) Se agreg6 la solucion de PFA al 4% por un tiempo de 50 minutos a
temperatura ambiente para lograr la fijacion.

e) Terminado el tiempo de fijacién se retird la solucidon PFA al 4% y se lavo
nuevamente con 4 mL de PBS.

f} Se retir6 el PFA al 4 %, se hermetizaron las cajas con pelicula adherente, y

se guardaron a temperatura de 4 °C.

5.3.9 DETECCION DE APOPTOSIS POR MEDIO DE LA TECNICA DE TUNEL

Para evaluar el efecto que produce el compuesto (A) en la fragmentacion de ADN
en la linea celular HeLa sugerente de un proceso apoptético; se llevd a cabo la
deteccion de apoptosis (PCD) a nive! celular individual basada en el marcaje de
fragmentos de ADN por medio de la técnica de TUNEL con el Kit comercial In situ
cell death detection (Roche), la cual consiste en detectar la fragmentacion
caracteristica del ADN que ocurre durante la apoptosis, y que rinde fragmentos de
ADN de hebra doble o sencilla de un bajo y alto peso molecular respectivamente;

dichos fragmentos pueden ser marcados en sus extremos 3’-OH con nucléotidos
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modificados, en una reaccion enzimatica con la enzima deoxinucleotidil trasferasa

terminal %°%. Se siguieron los procedimientos que se mencionan a continuacién:

5.3.91 BLOQUEO DE LA PEROXIDASA ENDOGENA Y PERMEABILIZACION

CELULAR®%

g) Se lavaron las muestras de los cubreobjetos con PBS, y se incubaron con
la solucién bloqueadora (3 % peréxido e hidrégeno en metanol), por 10
minutos a temperatura ambiente.

h) Se lavaron las muestras con PBS y se incubaron en la solucion
permeabilizante Triton x-100 al 0.1 % en citrato de sodio al 0.1 % (J.T.

Baker) durante dos minutos en hielo (4° C).
53.9.2 MARCAJE®®

a) Se lavaron las muestras con PBS, luego se secaron con succién de vacio.

b) Se afnadieron 50 pl de la mezcla de reaccidon TUNEL, con la precaucion de
cubrir toda la superficie de la muestra con dicha mezcla y de cubrirlas con
pelicula adherente para evitar evaporacién. |

¢) Se incubaron las muestras en una camara humidificadora por una hora a
37°C.

d) Se lavaron nuevamente las muestras con PBS por 3 veces.

e) Se montaron sobre un portaobjetos con medio de montaje (Dako)

f) Las muestras se analizaron en el microscopio de fluorescencia.

g) Se llevd acabo el mismo procedimiento con los controles mencionados en

el inciso (d) de la seccién de montaje de células Hel a.



5.3.9.3 CONTROLES

Control negativo: se incubaron las muestras con células fijadas y
permeabilzadas en 50 pL de amortiguador de reaccion carente de la enzima
deoxinucleotidil trasferasa terminal, y luego se procedié como en la seccidén de

MARCAJE desde el paso c).

Control positivo: se incubaron las muestras fijadas y permeabilizadas con
solucién ADNasa (1nug/mL) a temperatura ambiente durante 10 minutos, para
producir la ruptura del ADN. Luego se procedié como se indica en la seccién

de marcaje desde el paso (c) hasta el (f). 89,36

5.3.10 TINCION HEMATOXILINA-ESOSINA

Para observar el efecto en la morfologia inducido por el compuesto (A) en células

HelLa se empled una tincién con Hematoxilina.

a) En las muestras fijjadas en los portaobjetos se hicieron lavados
consecutivos con PBS.

b) Se realiz6 un lavado con agua destilada por 5 minutos y se secaron por
succién de vacio.

c) Se tifleron por 3 minutos con hematoxilina y luego se lavaron con PBS.

d) Se tifieron con Eosina por 4 minutos

e) Se hicieron tres lavados con etanol al 100 %
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f) Se deshidrataron las muestras secuencialmente con soluciones de etanol
(al 70, 80, 96 y 100 % ) por 2 minutos cada una.
g) Se montaron sobre un portaobjetos utilizando resina clarion Para

posteriormente observarse en microscopio de luz.
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6. RESULTADOS

6.1 RESULTADOS DE CITOTOXICIDAD

En este trabajo se probé el efecto citotoxico de seis amidas alfa-beta insaturadas
derivadas de furano sobre seis lineas celulares tumorales de origen humano. Las
diferentes lineas celulares se expusieron a concentraciones desde 0.2 hasta 80
uM por un periodo de 48 horas. Como control positivo se utilizé taxol a una
concentracién de 0.25uM , y un control negativo en el cual se incubaron las células
en las mismas condiciones pero en ausencia de compuesto; Ademas se llevd
acabo un control de disolvente a una concentracion de 0.2 % como méaximo en los
pozos correspondientes. Los resultados de citotoxicidad en relacién con la

estructura de los compuestos se muestra en la tabla 2.
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TABLA 2. ICs de las amidas a,Binsaturadas derivadas de
furano.
ICso ICs0 ICso ICs0 1Cso ICso
Comp estructura (nM) (nM) (rM) (nM) (nM) (uM)
K-562 SW420 MCE-7 C-33 CALO Hela
A /@\4\(\/@” 17.453.5 | 126428 | 7.6t016 | 5537£38 | 8531 | 1.620.57
B ’@Y‘/@ 16.4t32 | 182408 | 13.4:0.51 | 11.222.2 | 23.5:04) | 48t).6
(R f\
C & "\/Q Sin act. Sin act Sin act. Sin act. SIn act. Sin act.
D SN v@( 35.1x1.6 | 9.0t 13.5¢1.4 | 2551036 | 13.7%25 3.621.8
E . “ 7.7¢2.4 | 1058101 | 1206024 | 11.7:2.9 | 1708132 | 6.5:0.1
F ”@\/ﬁl’ J | nazo | 27410 152412 | 1564016 | 11.6¢38 | 3.7:19

El valor de ICs expresado en 1&rminos de concentracién micromolor (pM) en los lineas
celulores tratados con las amidas a.p insaturadas derivadas de furano. es el promedio
de tres experimentos independientes con su desviacion esténdar [D.S.) Sin oct significa
sin actividod




Para la linea celular K562 se puede observar que las concentraciones inhibitorias
50 (ICsp) de los 6 compuestos se encuentran en un intervalo comprendido entre 7 y
35uM, excepto el compuesto (C) que no presenta actividad inhibitoria. Para esta
linea celular los compuestos més activos resultan ser los compuestos (E y F) de

los cuales se obtuvieron valores de (ICsp) cercanos a 10 uM.

Actividad citotdxica de los compuestos probados en la linea celular
K562

—e— compuesio A
-~ CcOmpuesio B
~—a—compuesio C

% [nhbicion
S
S

20 - -—y—compuesio D
—»—compuesio E
—e—compuesio F
0 3% - = e - : —
{ 30 40 50 60 70 80 a0

concentracién uM

FIGURA 5. El gréfico representa el % de inhibicidon en la proliferacién en funcion de la
concenlracion tras la exposicion a las amidas derivadas de furano. Eslos resullagos
representon el promedio de tres experimenios realizodos independientemenie £ 1o D.S.
Lo citoloxicidad se probd como se desciibe en lo seccidon de melodologia.
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Para la linea celular SW620 se puede observar que las concentraciones
inhibitorias 50 (ICs) de los 6 compuestos se encuentran por debajo de 20
.pM, excepto el compuesto {C) que no presenta actividad inhibitoria. Para esta linea
celular los compuestos mas activos resuitan ser los compuestos (F y D) de los

cuales se obtuvieron valores de (ICsp) por debajo de 10uM.

Actividad citotdxica de los compuestos probados en la linea celular
SW420
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FIGURA 6. El grdfico representa el % de inhibicidon de la proliferacion en funcidn de la
conceniracion tras la exposicién a las amidas derivadas de furano. Estos resultados
representan el promedio de tres experimenios realizados independientemente + la D.S.
Lo ciloloxicidod se probd como se describe en la seccion de metodologia.
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En la figura 7 se muestra el resuitado de los ensayos de citotoxicidad de los
compuestos (A) hasta (F) en la linea celular tumoral C-33. El intervalo dentro del
cual se encuentran los valores de (ICso) es de 10-55uM; excepto el compuesto (C}
que no presenta alguna actividad citoldéxica en el rango de concentraciones
probadas. Los compuestos mas activos son el (B, E y F) los cuales presentan

valores de (ICsp) cercanos a 10uM.

Actividad citotdxica de los compuestos probados en la linea celular
C-33
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FIGURA 7. &l grdfico representa el % de inhibicién de la proliferocién en funcidn de o
concentrocion tras la exposicién a fas amidas defivadas de furano. Estos resultados representan
el promedio de tres experdmentos realizodos independientemente * Ia D.S. La citotoxicidad se
prob6 como se describe enlo secciéon de melodologio
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En la figura 8 se muestra el resultado de los ensayos de citoioxicidad en la linea
celular CALO con los compuestos (A) hasta (F). Los valores de ICsy estan
comprendidos en un intervalo de 8 a 25 uM aproximadamente. En estos
experimentos los compuestos mas activos son el (A) y el (F) con valores de ICs
alrededor de 10 uM. Una vez mas, como lo observado en las otras lineas celulares

el compuesto (C) no presenta actividad alguna en esta linea celular.

Actividad citotéxica de los compuestos probados en la linea celular
CALO
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FIGURA 8. el grafico representa el % de inhibicion de la profiferacion en funcidén de la
conceniracion fras la exposicion a las amidas derivadas de furano. Estos resultados representan
el promedio de ires expernmenios reglizados independientemente + la D.S. La citoloxicidad se
probé como se describe en la seccion de metodologio
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En {a figura 9 se muestran los resultados de los ensayos de citotoxicidad para la
Ilnea celular HelLa. Los valores de ICso se encuentran por debajo de 20uM. El
compuesto (C), no presenté actividad citotéxica en esta linea celular como en las

lineas celulares tumorales analizadas anteriormente

Aclividad citotdxica de los compuestos probados en la linea celular
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FIGURA 9. El grafico representa el % de inhibicién de la proiiferacién en funcién de la
concentracién tros la exposicidn a las amidas derivadas de furano. Estos resultadas representan
el promedio Oe lres experimentos realizados independieniemente * la D.S. La citoloxicidad se
probd como se desciibe en la seccidn de metodologia.
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Finaimente en la figura 10 se muestra el resultado de los ensayos de
citotoxicidad que presentan los compuestos A hasta F en la linea MCF7. Los
valores de ICso se encuentran en una rango de 8 a 15uM; el compuesto mas
activo es el denominado (A), con valor de ICsp por debajo de 10 uM. El
compuesto (C) no presenta actividad citotoxica en esta Iinea celular como en

las demas lineas probadas.

Actividad citotdxica de 1os compuesios probados en la linea celular
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FIGURA 10. El grdfico representa el % de inhibicién de la proliferacién en funcion de lo
concentracién fras la exposicién a los amidas derivadas de furano. Estos resullados representan
el promedio de fres expermentos realizados independieniemente + 1a D.S. La ciloloxicidad se
probd como se describe en ia seccién de metodologia.
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6.2 DETECCION DE APOPTOSIS

Los resultados de los experimentos de la técnica de TUNEL efectuados en
las células HeLa se muestran en los paneles 11, 12,13y 14.
En el panel 11 se muestran células Hela al inicio del experimento, es decir, a
un tiempo cero de exposiciéon. Como control del experimento.
En el panel 12 A se presenta el control positivo de la técnica en el cual las
células HelLa se trataron con ADNasa como se indica en la seccién de
metodologia. Se observa fluorescencia verde extensa en varias células lo que
indica la degradacion del ADN y algunos puntos que podrian ser cuerpos
apoptéticos. En el panel 12 B se presenta el control negativo de la técnica que
se elaboré como se indica en la seccion de la metodologia. No se observa
fluorescencia en alguna célula debido a que no se incluye la enzima
deoxinucleotidil transferasa terminal. En el panel 12 C se muestra un control
de fragmentacién inducido por un compuesto; en el cual se utilizaron células
tratadas con una concentracion de 50 nM de taxol por 24 horas. Se observa la
presencia de puntos verdes o cuerpos apoptéticos y un patron de degradacion
carateristico del ADN.
En el panel 13 A se presenta el resultado de la técnica de TUNEL cuando las
celulas Hela se trataron con el compuesto (A) por 12 horas a una concentracion
de 2.0 uM.Se pueden observar algunas células con fluorescencia y la
presencia de algunos posibles cuerpos apoptéticos dentro de una célula. Un
resultado similar se obtiene a las 24 horas de exposicision (panel 14 A), donde

también hay muy pocos cuerpos apoptéticos., pero, ya se observa la presencia
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de un mayor ndmero de células que presentan el patrén de fluorescencia que

caracteriza la degradacion del ADN.

En los panel 13 B y 14 B se presentan los controles de disolvente (DMSO), sin
el compuesto A, para las 12 y 24h de exposicioén respectivamente. No se
observan células que presenten el patrén de fluorescencia que demuestre la

fragmentacion nuclear.

panel 11 . Técnica de TUNEL. Control del experimento. Células Hela al inicio del
experimento a tiempo cero de exposicidon al compuesto (A} N-{4-nitrobencil}-3-{5-nitro-
2-furil)-2-(E)-propenamida (2.0 uM). 40x.
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C

Panel 12, técnica de TUNEL . Panel A control positivo de células Hela tratadas con
ADNasa 40x. Panel B control negativo de la técnica elaborado como se describe en la
seccion de metodologia 40x. Panel C exposicién de células Hela a taxol 50 nM por 24
horas 20x. La fluorescencia es indicaiiva de degradacion de ADN.
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panel 13. Técnica de TUNEL. Panel A tratamiento con el compuesto (A] N-[4-
nitrobencil}-3-{5-nitro-2-furil)-2-(E)-propenamida por 12h a concentracion de 2.0 uM 40x
. Panel 8 control de disolvente (DMSQO) a 12h. La fluorescencia indica degradacién de
ADN 40x.



panel 14. Técnica de TUNEL. Panel A tratamiento con el compuesto (A] N-(4-
nitrobencil}-3-{5-nitro-2-furil)-2-(E)-propenamida por 24h a concentracion de 2.0 uM 40x
.Panel B control de disolvente a 24h 40x. La fluorescencia indica degradacion de ADN.



6.3 DESCRIPCION DE LA MORFOLOGIA CELULAR

En el panel 15 se muestran células Hela al inicio del experimento como

un control del experiemnto a tiempo cero de exposicion.

En el panel (16 A) se presenta la morfologia de las células HelLa por una
exposicion de 12 horas al compuesto (A) a una concentracion de 2.0 puM . En esta
imagen se observa una confluencia celular normal con respecto al control sin
tratamiento panel { 16 B), una ligera pérdida de la adhesion intercelular y un dafo
visible en células individuales a modo de vacuolas.

En el panel (17 A) se presenta la morfologia celular tras una exposicidon de 24
horas con el compuesto (A) N-(4-nitrobencil)-3-(5-nitro-2-furil)-2-(E)-propenamida.
Se puede observar una pérdida aun mayor de la adhesion intercelular, una
disminuciéon en el tamafo de la célula individual, y en algunas células,
condensacion de la cromatina y pérdida visible del citoplasma, todo esto con

respecto al control sin tratamiento del panel (17 B).

Panel 15. Morfologia celular en lalinea Hela. Células al inicio del experimento a
tiempo cero de exposicion 20x. Control del experimento.
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Panel 16. Morfologia celular en la linea Hela. Panel 16 A tratamiento con el compuesto
A por 12h a concentracién de 2.5 pM 20x, Se observa dario visible en citoplasma vy
reduccion del volumen celular. Panel 16 B control de discivente (DMSO) a 12h 20x.



B

Panel 17. Morfologia celular en la inea Hela. Panel 17 A tratamiento con el compuesto
A por 24h a concentraciéon de 2.5 pM  20x, se observa condensacién de cromatina

pérdida de adhesién y disminucién en la proliferacién.Panel 17 B controi de disolvente
(DMSO) a 24h 20x.
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se evalu6 el efecto citotéxico de un grupo de nuevas
amidas a,Biinsaturadas derivadas de furano, en lineas celulares tumorales. La
investigacion se enfocd al estudio del efecto citotdéxico de estos compuestos en

relacién con su estructura quimica.

Con el objetivo de investigar si la presencia de diferentes sustituyentes sobre el
anillo de furano o en la posicién R; de la molécula, produciria alguna diferencia
sobre los efectos citotéxicos; se utilizaron 6 diferentes compuestos, de los cuales
se esperaban diferentes tipos de actividades de acuerdo a su estructura. En la
tabla 3 se muestran seis compuestos; tres de los cuales (A, D y F) contienen al
sustituyente nitro en la posicion 5 del anilio de furano (R1) con grupos atrayentes
de electrones en la posicion para del anillo de benceno. Otro compuesto (B)
contiene el sustituyente nitro en la posicién 5 del anilio de furano con otro anillo de
furano en la posicién (R2) de la molécula. Un compuesto mas (E) posee también el
sustituyente nitro en la posicion (R1) de la molécula, solo que contiene el grupo
metilo en la posiciébn para del anillo bencénico, el cual es un donador de
electrones. Finalmente el compuesto (C) que no posee sustituyente en la posicion

(R1) de la molécula y solo contiene un anillo de furano sin sutituyente alguno.

En el presente trabajo los compuestos (A, B. D,.E y F) presentaron actividad
citotoxica en todas las lineas celulares tumorales probadas, pero el compuesto (C)
no presenté actividad de tipo citotdxica en alguna de las lineas celulares probadas

(ver la tabla 2).
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Tabla 3. Diferencias estructurales de la 9 amidas a,B- insaturadas

derivadas de furano

B
R1 0 “R2
O
[ Compuesto | R1 | R2
A NO2 /@’Nq

B NO»

D NO2

CH

E NO2 @
F
F NO2 O

Los resultados obtenidos nos sugieren que la presencia del sustituyente nitro en la

posicion 5 del anillo de furano, tal vez confiere la propiedad citotoxica en las
lineas celulares, propiedad, que esta ausente en el Unico compuesto que no
contiene este sustituyente en su estructura (compuesto C). En los compuestos
activos tiene particular importancia la presencia del sustituyente nitro en R1, ya

que si se hace una comparacion simple entre el compuesto (B) y el compuesto
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(C), el sustituyente nitro es la tnica diferencia entre ellos que tal vez influye en la

propiedad citotoxica del compuesto B.

En cuanto a la presencia de los sustituyentes donadores o atractores en el grupo
fenilo, no se observa que alguno proporcione en algin compuesto una mayor
propiedad citotéxica en alguna de las lineas celulares tumorales, lo que nos podria
sugerir que este sustituyente nitro en el furano es el principal responsable de la

actividad citotoxica.

Se ha reportado ya en algunos trabajos anteriores, que el grupo nitro en el anillo
de furano hace una diferencia en las caracteristicas citotéxicas de los compuestos
que lo contienen, como es el caso del nifurtimox y compuestos con semejanzas

estructurales. 20-222427.28

En los ensayos de citotoxicidad la linea celular Hela, fue la mas sensible con
todos los compuestos. Las otras dos lineas de carcinoma de cérvix probadas (Calo
y Hela), si bien resultaron también sensibles, lo fueron en menor grado que Hela ,
lo que podria explicarse por caracteristicas intrinsecas determinadas
genéticamente o por una deficiencia minima en la capacidad antioxidante de ésta

linea celular’ 273,

Cuando se realizé una tincidén para estudiar la morfologia que presentaron las
células al ser expuestas al compuesto (A), se observaron caracteristicas
importantes como: la pérdida de la adhesiéon intercelular, la condensacién de
cromatina en algunas de ellas y un dafio visible en integridad citoplasmica. A partir

de las 24 horas se observé una inhibicion clara en la proliferacion con la presencia
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de células en las que se puede apreciar una condensacion en la cromatina, que
podrian tal vez sugerir la presencia de fragmentos de cromatina condensada o

fragmentos de citoplasma.

Es importante observar que también a partir de las 24 horas de exposicion al
compuesto en estudio, se observa un mayor nimero de células que presentan la
fragmentacion nuclear que se pone de manifiesto con el marcaje logrado con la
técnica de TUNEL. Estos resultados podrian sugerir que el tipo de inhibicién en la
proliferacion celular por exposicién al compuesto (A) pudiera ser causados por una

muerte celular apoptotica®®®®.

Se podria proponer en base a los resultados obtenidos en los ensayos de
citotoxicidad, donde se observa la importancia de la presencia del sutituyente nitro
sobre la citotoxicidad; .que_ estos compuestos poseen un mecanismo de accién
similar al de la molécula lider, el nifurtimox. Se ha reportado que el sustituyente
nitro en el furano puede reaccionar con reductores biolégicos como el NADP(H)
para generar especies Reactivas de Oxigeno y de Nitrégeno, de las cuales, el
radical hidroxilo generado es el mas reactivo; talvez el responsable de la mayor
parte del dafio oxidativo que se pudiera presentar causado por ERQ?*?2242627 Eq
importante mencionar que, con algunas excepciones, los niveles basales de las
defensas antioxidantes son frecuentemente aberrantes en las células tumorales, y
que se ha observado que las actividades de algunas enzimas antioxidantes estan
disminuidas en algunas lineas tumorales si se comparan con células de las que
derivaron’"7%%2, Lo anterior podria no ser muy concreto para apoyar el mecanismo
de accién de las amidas derivadas de furano, pero en el caso de que las células

probadas tuvieran intactos sus mecanismos antioxidantes, en algun punto, estos
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podrian ser superados por sobreproduccion de ERO, y presentar asi, la muerte
celular. Asi que en el caso de estos compuestos se podria explorar esta

posibilidad.

Al existir una produccion de ERQO dentro de la célula tras el tratamiento con el
compuesto A, el tipo de muerte celular inducido observado podria ser la apoptosis,
que bajo condiciones de estrés oxidativo puede ser inducida por dafo directo en
ADN o proteinas intracelulares*® % Sj la mitocondria tiene un papel importante
para integrar y amplificar las senales de muerte originadas al interior de la célula,
se podria pensar en la via intrinseca de sefalizacion como un factor importante en
la muerte celular producida por este grupo de compuestos, si existiera dafno en la
integridad de la estructura mitocondrial®®¥. Sin embargo no es posible con los
resultados presentes descartar la muerte de tipo necrética, que también se ha

0% aunado esto al hecho de que un patrén de

reportado inducida por ER
fragmentacion nucleosomal se puede presentar en etapas tardias de necrosis>®.
Finalmente para tener un mayor acercamiento sobre el tipo de muerte celular que
se presente en células tratadas con este tipo de compuestos deberan de llevarse
acabo otros experimentos para obtener resultados a través de los cuales se

puedan generar conocimientos mas claros acerca del mecanismo de accion de

estos compuestos®.
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8. CONCLUSIONES

1. Se determind que todos los compuestos probados presentaron actividad
citotoxica sobre las lineas celulares, excepto el compuesto C, que no present6
actividad de tipo citotéxica en alguna linea celular.

2. Los valores de ICsp que se encontraron en los ensayos de citotoxicidad estan
dentro de un rango comprendido entre 1.6 hasta 55uM.

3. De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad el grupo
NO, como sustituyente en la posicion 5 del anillo de furano confiere la actividad
citotéxica de las amidas o,B-insaturadas derivadas de furano.

4. La linea celular Hela, resultdé ser la mas sensible a la exposicién con cada uno
de los compuestos.

5. EI compuesto C que no posee como sustituyente al grupo nitro en el anillo de
furano, no presento actividad citotoxica en alguna de las lineas celulares probadas.
6. El compuesto (A) a partir de 12 horas de exposicién indujo una fragmentacion
nuclear que se evidencié por medio de la técnica de TUNEL, lo que nos podria

sugerir una posible muerte celular de tipo apoptética sobre la linea celular Hela.
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