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Abreviaturas.

ADN: Ácido desoxirribonucleico.

akt: Oncogén aislado de tumores producidos por el retrovirus murino AKT8 , su producto
es la proteína cinasa B (PKB).

ATGs: Genes relacionados en Autofag ia (Autophagy Genes) .

ATP: Adenosina-5 '-trifosfato (adenosine-5' -triphosphate).

Bad: Proteína pro-apoptotica antagonista de Bcl-2 (BCL2-antagonist of cell death
protein).

Bak: Proteína pro-apoptotica antagonista de BcI-2 (BCL2-antagonist/killer 1).

Bax: Proteína X asociada a BCL-2, la X por desconoc ida en su momento (BCL2­
associated X protein).

BcI-2: Proteína anti-apoptótica, equivalente al gen ced-9 de C. elegans, identificada en un
linfoma de células B (B cell Iymphoma)

bcl-x: Gene relacionado a bcl-2 con un sitio de corte y empalme alternativo que puede
originar dos proteínas Bcl-xl (anti-apoptotica) y BcI-xs (pro-apoptótica).

Bid: Proteína proapoptotica tipo Bcl-2 (BH3 Interacting domain Death agonist).

BimL: Isoforma grande de un mediador de muerte celular que interactua con Bcl-2 (Iarge
bcl-2 interacting mediator of cell death) .

Blk: Proteína pro-apoptótica con un solo dominio tipo BH3 (BH3-only protein) .

BNIP3: Proteína 3 con dominio BH3 que interactua con la proteína E1B de 19 KD
(BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3).

oc: Grados centigrados.

CDK1: Cinasa dependiente de ciclina 1 (Cyclin-Dependent Kinase 1).

c-FLlP: Isoforma larga de la proteína celular inhibitoria de FLlCE (cellular FLlCE-inhibitory
protein, long isoform).

DO: Dominios de muerte (Death Domain).

DISC: Complejo de señalización inductor de muerte.

D-MEM: Medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle's
Médium).

DNAsa: Enzima que degrada al DNA (desoxiribonucleasa).

os: Desviación estándar.



EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR).

ERCC1: Proteína 1 que repara la escisión de complementación cruzada (ERCC1).

FADO: Dominio de muerte asociado a Fas (Fas-associating protein with death domain)

Fas: Receptor de superficie celular que induce apoptosis en unión a su ligando( Surface
antigen apo1).

5FU: 5-Fluorouracilo.

GSH: glutation en su forma reducida.

h: Hora

Her2: Receptor de crecimiento epidermal humano 2.

iRNA: ARN de interferencia (Small Inhibitory Antisense RNAs).

LDH: Lactato deshidrogenasa.

MCL-1: Proteína con secuencia relacionada a Bcl-2 de células de leucemia mieloide
(myeloid cellleukemia sequence 1 BCL2-related) .

min: Minuto

MMR: Reparación por escisión de nucleótidos (mismatch repair).

MRP: Proteína de multi-resistencia a fármacos (MRP).

MTX: Metotrexato (MTX).

MTI: Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio.

MYT: Proteína cinasa (myelin transcription factor).

NADH: Dinucleótido de nicotinamida y adenina en su forma reducida (Nicotinamide
adenine dinucleotide).

NER: Mecanismo de reparación del DNA por escisión de nucleótidos (Nucleot ide excision
repair).

NF-KB: Factor de transcripción NF-KB (factor nuclear Kappa B)

nm: Nanómetros.

PARP: Polimerasa Poli-(ADP-ribosa).

PBS: Solución salina amort iguadora de fosfatos (Phosphate buffer saline).

PBS-EDTA: Solución salina amortiguadora de fosfatos yacido etilendiamino- tetracetico
(Phosphate buffer saline-ethylenediaminetetraacetic acid)



P-gp: Glicoproteína P.

PI3K: Cinasa de fosfatidil-inositol 3 (phosphatidyl-inositol 3-kinase).

PTKs;Cinasas de proteínas en residuos de tirosina.

RFC: Acarreador de folato reducido (Reduced folate carrier).

RIP: Proteína que interactúa con receptores con dominio de muerte (death domain kinase,
receptor interacting protein.

RPM: Revoluciones por minuto.

RNAsa: Enzima que degrada ARN (ribonucleasa).

seg: Segundos .

SFB: Suero fetal bovino.

SST: Dominio de unión secuencia-especifica al DNA (Sequence Specific Transactivation).

STAT3: Transductor de señales y activador de la transcripción tipo 3.

TBS: Solución salina amortiguadora de tris (Tris Buffered Saline).

TDX: Tomudex (TDX).

TNF: Factor de necrosis tumoral.

TNFR: Receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR).

TUNEL: Técnica de detección de fragmentación de ADN basada en el marcaje de
extremos 3' libres de ADN con dUTP marcado con fluoresceína por la enzima
desoxinucleotidil transferasa. (Tdt-mediated dUTP Nick End Labeling

TOR: Blanco de rapamicina (target of rapamycin).

TRADD: Dominio de muerte asociado a TNFR (TNFR-associated via death domain).

TRAIL: Ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF(TNF-related apoptosis-inducing
ligand.

Tris: Hidroximetilaminometano.

WEE1: Proteína cinasa homologa a Wee1 de S pombe (Wee1-like protein kinase 1).

x g: Veces que se aplica la gravedad , unidades de fuerza centrifuga relativa.
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1. Resumen.

El cáncer es una enfermedad genética, surge a partir de mutaciones heredadas o

adquiridas que se producen en genes vitales en la regulación del ciclo celular. En México

el cáncer ocupa la segunda causa de muerte y uno de los problemas en su tratamiento es

la resistencia hacia la quimioterapia . Por lo que la obtención de compuestos que puedan

contribuir a un mejor tratamiento del cáncer es relevante.

En los últimos años se ha incrementado el interés de los compuestos de tipo

chalcona debido a sus propiedades citotóxicas y antitumorales. Recientemente se han

sintetizado nuevas chalconas de tipo heterodiariliden-ciclohexanonas modificadas con

dimetiluracilo: A (9E)-1,3-dimetil-5-(1-metil-1H-pirrol-2-il)-9-[(1-metil-1 H-pirrol-2-il)meti-len]­

,7,8,9-tetra-hidropirimido[4,5b]quinolin2,4-( 1H.-3H)diona, B (9E)-1,3-dimetil-5-(1me-til-1H­

pirrol-2-i1)-9-[(1-metil-1H-pirrol-2-il)-metilen]-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirano-pirido[2 ,3]pirimidi­

na-2,4(3H)-diona y e (9Z)-1,3-dimetil-5-tien-2-il-9-(tien-2-ilme-tilen)-1,6,8,9-tetra-hidro-2H­

pirano[3',4'-:5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2,4(3H)diona . En este trabajo se planteó la

evaluación de la actividad citotóxica de éstos compuestos en líneas celulares humanas y

su posible mecanismo de acción.

Los nuevos derivados de heterodiariliden-ciclohexanona A y B presentaron

actividad evaluada por MTT, con una concentración inhibitoria del 50% de 4.4 ~M para el

compuesto A en células SW480 y para el compuesto B de 8.7 ~M en células MCf-7, el

compuesto C resulto inactivo. Los resultados obtenidos para el compuesto A en:

citofluorometría de flujo, TUNEL y liberación de LDH; demuestran que su actividad

antiproliferativa se debió a un efecto citotóxico, induciendo muerte celular de tipo necrótica

asociada a una vacuolización.



2. Introducción.

El cáncer es un proceso de múltiples pasos en el cual existen diversas

alteraciones en el ADN tales como mutaciones puntuales, deleciones y rearreglos en los

cromosomas. Este tipo de alteraciones en proto-oncogenes y genes supresores tumorales

conducen a la ganancia y/o pérdida de sus funciones, respectivamente. Esto lleva a la

desregulación de los mecanismos que controlan la proliferación celular, así como la

diferenciación celular y muerte celular programada (Weinberg 1989). El cáncer constituye

hoy en día un problema de salud pública a nivel mundial, en México ocupa la segunda

causa de muerte (Mohar 2000).

El tratamiento del cáncer generalmente se lleva a cabo utilizando radioterapia,

quimioterapia ó cirugía, aplicados por separado o combinados. El empleo de la mayoría

de los fármacos usados en la quimioterapia provoca efectos secundarios no deseados, a

lo que debemos sumar la resistencia que posean ó adquieran los tumores. La resistencia

a los fármacos es el principal problema que limita la efectividad de la quimioterapia usada

para el tratamiento del cáncer. Las células tumorales pueden presentar intrínsecamente

resistencia. Sin embargo, la resistencia a fármacos puede ser adquirida durante el

tratamiento a tumores inicialmente sensibles a la quimioterapia. Se estima que la

resistencia a los fármacos es la causa de que la quimioterapia no sea efectiva en el 90%

de pacientes que presentan cáncer metastásico (Longley y Johnston 2005). Uno de los

principales mecanismos de resistencia consiste en la expresión de isoformas de bombas

inespecíficas, que permiten expulsar activamente a una gran variedad de fármacos del

citoplasma celular. Por lo anterior, la obtención de nuevos compuestos con actividad

antitumoral que no muestren resistencia pueden contribuir a un mejor tratamiento del

cáncer es relevante.

En los últimos años se ha incrementado el interés en el estudio de las chalcanas

consideradas como precursores de flavonoides e isoflavonoides, las cuales se encuentran

ampliamente distribuidas en la naturaleza en plantas comestibles. Las chalconas

químicamente son estructuras que contienen grupos carbonilos a,p-insaturados. Las

chalconas presentan múltiples actividades biológicas, tales como: anti-inflamatorias,

analgésicas, antipiréticas, antioxidantes y antitumorales (De Vincenso y col 2000).
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Diversas chalconas y compuestos relacionados como la 2',5'-dimetoxi-4­

hidroxichalcona, resveratrol, baicaleina, flavopiridol y la quercetina han demostrado tener

actividad citotóxica in vitro, mediante la inducción de muerte celular programada

apoptótica (Won y col 2005, Ahmad y col 2001, Ueda y col 2001, Zoya y col 2004 y De

Vincenso y col 2000). La quercetina y algunas chalconas halogenadas, inhiben la

actividad de la glicoproteína P (P-gp; Bois y col 1998). La P-gp es una proteína que se

sobre-expresa en células tumorales y actúa activamente como bomba inespecífica en la

expulsión de fármacos, del citoplasma hacia el exterior de la célula, lo cual esta asociado

a la resistencia hacia la quimioterapia (Gottesman y col 2002).

La mayoría de las chalconas tienen en un extremo de su grupo carbonilo

a,~-insaturado uno o varios anillos aromáticos (Figura A), los cambios estructurales han

evolucionado con una gran variedad de sustituyentes en dichos anillos. En 1992 se evaluó

la actividad citotóxica de las primeras chalconas de tipo heterodiariliden-piperidonas, las

(E)-3,5-bis(benciliden)-4-piperidonas en líneas celulares de leucemia, con valores de leso

de 10 ¡.¡.M (Figura A; Dimmock y col 1992).

Ar~ Ar "':

Chalcona. Heterodiariliden-piperidonas. Pirimido·heterodiariliden·ciclohexanona.

Figura A. Estructuras básicas de chalconas, chalconas simétricas y de derivados
pirimidicos de heterodiariliden-ciclohexanona.

Recientemente, se sintetizaron nuevas chalconas de tipo heterodiariliden­

ciclohexanonas (Figura A) y de tipo heterodiariliden-piranona (Díaz y col 2003), a las

cuales adicionalmente se les incorporó un grupo pirimídico, estos nuevos derivados de

diarilidenciclo-hexanonas constituyen una serie de nuevos compuestos, por lo que en este

trabajo se planteó la evaluación de la actividad citotóxica de éstos compuestos en líneas

celulares humanas y su posible mecanismo de acción.
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3. Antecedentes.

3.1. Generalidades del cáncer.

La proliferación celular así como la muerte celular fisiológica son procesos

celulares que están regulados por múltiples genes, algunos de ellos son los denominados

proto-oncogenes los cuales también participan en la diferenciación celular. La función de

los proto-oncogenes a su vez es regulada por los productos de genes supresores de

proliferación como p53 y Rb (retinoblastoma), impidiendo la división descontrolada de las

células y el crecimiento de la masa tumoral. Estos diferentes procesos son estrictamente

coordinados y regulados en condiciones fisiológicas para mantener la homeostasis celular

(Weinberg 1989).

Existen muchas evidencias que sustentan el concepto de que el cáncer es

una enfermedad genética que involucra la evolución clonal de células transformadas. En

la mayoría de los casos, el cáncer surge a partir de la suma de mutaciones adquiridas

(somáticas) y en el menor de los casos de mutaciones heredadas (línea germinal). En

ambos casos estas mutaciones se producen en genes cuyos productos parecen

desempeñar funciones fundamentales en la regulación; de las cascadas de señalización

de factores proliferativos, ciclo celular, diferenciación y muerte celular. Así, en todas las

células tumorales y sus tejidos es frecuente encontrar un contenido genético anormal,

cambios estructurales en los cromosomas y alteraciones en el ciclo celular. La

inestabilidad genética en estas células y la acumulación de mutaciones provocan una

ventaja en la proliferación de la célula transformada, lo cual le permitirá dominar sobre su

contraparte normal (Barrera y De la Garza 2000).

Desde el punto de vista clínico, el cáncer es un término genérico que comprende

muchas enfermedades que tienen en común la proliferación celular sin restricciones de

una clona con capacidad de dañar y alterar los tejidos sanos con los que interacciona y/o

la capacidad de diseminarse a distancia. Por lo tanto, no existe una manifestación típica

de cáncer, sino que las manifestaciones reflejan la localización del tumor en determinado

órgano o sistema, o los efectos que se producen a distancia debido a la presencia de las

metástasis o a los efectos de los compuestos secretados por el tumor que repercuten en

la función de otros órganos.
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El INEGI (Instituto Nacional de Estadística Geografía e Informática) informó que en

México en el 2002 las defunciones por tumores malignos representaron 11.2% del total de

fallecimientos en los varones y 14.7% en las mujeres (México en corto INEGI 2005). En

un reporte este organismo dio a conocer información referente a la mortalidad y

morbilidad de la población mexicana por tumores malignos, con base en los egresos

hospitalarios por este tipo de padecimientos. En el reporte "México en corto", se registró

que en el 2002 se atendieron 70,745 mujeres y 54,228 hombres por algún tumor maligno.

El reporte señala que de cada 100 egresos hospitalarios femeninos por tumores malignos,

32% de casos correspondieron al de cuello del útero, 33% al de mama, 17% a leucemias

y 5% al cáncer de tráquea, bronquios y pulmón. En los varones 44.4% de los egresos se

debe al de leucemia, 23.9% al cáncer de tráquea, bronquios y pulmón, 14.3% al de

estómago y 10% por el de colon. (México en corto INEGI 2005).

La resistencia a los fármacos es uno de los principales problemas que limita la

efectividad de la quimioterapia contra el cáncer. Los tumores pueden ser resistentes a la

quimioterapia al inicio del tratamiento; sin embargo, la resistencia puede adquirirse

durante el tratamiento. Una propiedad de la resistencia adquirida es que los tumores no

únicamente se hacen resistentes al fármaco originalmente usado, sino que pueden

desarrollar resistencia cruzada hacia otros fármacos aun cuando sus mecanismos de

acción sean diferentes (Longley y Johnston 2005).

3.2. Mecanismos de resistencia hacia la quimioterapia.

Los mecanismos de transporte de los fármacos hacia el exterior de la célula aún no

se conocen en su totalidad. Sin embargo, se ha establecido por ejemplo que inhibidores

de la vía del folato como el metotrexato (MTX), inhibidor de la dihidrofolato reductasa y el

tomudex (TDX), inhibidor de la timidilato síntasa, se introducen a la célula principalmente

vía el acarreador de folato reducido (RFC), la disminución de la expresión de RFC y su

inactivación por la presencia de mutaciones son mecanismos reportados de resistencia al

metotrexato (Gua y col 1999). La expresión de proteínas transportadoras ó bombas

inespecíficas tipo ABC (ATP Binding Cassette) en las células tumorales, se ha asociado a

una expulsión activa del fármaco, del citoplasma al exterior de la célula tumoral. Ejemplos

de estas proteínas son la glicoproteína P (P-gp) y la proteína de multi-resistencia a

fármacos (MRP) (Gottesman y col 2002). Particularmente los blancos de estas bombas
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son fármacos hidrofobicos tales como: taxanos, antraciclinas y alcaloides de la planta

Catharantus reseus (vinca). El inhibidor de la topoisomerasa I (topo-I) irinotecan, así como

su metabolito activo SN-38, también son blancos para bombas tipo ABC al igual que el

cisplatino y el metotrexato (Thomas y Coly 2003). La multi-reslstencla a fármacos ha sido

ligada a la sobre-expresión de la glicoproteína P-gp, la cual se ha encontrado sobre­

expresada en muchas líneas celulares resistentes a fármacos y en diversas leucemias y

tumores sólidos (Thomas y Coly 2003), lo cual ha llevado a la búsqueda de inhibidores de

P-gp y de otras proteínas transportadoras .

La cantidad de fármaco disponible dentro de la célula puede ser alterada por medio

de distintos mecanismos. Se ha encontrado que más del 80% del anti-metabolito 5­

fluorouracilo (5FU) es normalmente catabolizado por la dihidropirimidina deshidrogenasa

principalmente en el hígado (Diasio y Harris 1989). La sobre-expresión de esta enzima se

ha demostrado in vitre en líneas celulares la cual confiere resistencia hacia el 5FU

(Takabe y col 2001). El glutation (GSH) es un poderoso antioxidante , el cual ayuda a

inhibir el estrés oxidativo, los fármacos del platino pueden estar covalentemente ligados al

GSH y el complejo resultante es sustrato para proteínas transportadoras ABC,

promoviendo la salida del fármaco. La inactivación de fármacos del platino puede también

ocurrir por unión a metaloproteínas, el irinotecan puede ser inactivado por enzimas de

citocromos P450 y su metabolito activo SN-38 es blanco de glucoronación por la

difosfoglucoronosil urindina transferasa (Xu y Villalona-Calero 2002)

Alteraciones en la expresión o mutaciones de blancos de fármacos antitumorales

también pueden contribuir en la resistencia. El metabolito del 5FU el fluorodesoxiuridin

monofosfato es un potente inhibidor de la timidilato sintasa y su inhibición se piensa es la

principal actividad antitumoral del 5FU, estudios preclínicos han demostrado que la

expresión de la timidilato sintasa es un determinante clave de la sensibilidad hacia el 5FU.

Así mismo estudios de inmunohistoquímica y de RT-PCR demostraron que una expresión

disminuida de timidilato síntasa correlaciona con una mayor sensibilidad al 5FU (Johnston

y col 1995). Tanto el irinotecan como su metabolito activo SN-38 son potentes inhibidores

de la topo-1. Se ha encontrado disminución en la expresión del ARNm de la topo-I en

líneas celulares de cáncer de colon resistentes al irinotecan. La topoisomerasa-II ,

indispensable en la replicación del ADN, es blanco de antraciclinas como doxorubicina y

de epipodofilotoxinas como el etoposido, de forma similar a los efectos del irinotecan se
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han encontrado mutaciones ó disminución de la topo 11 en líneas celulares resistentes a

fármacos cuyo blanco es la topo-II (Deffie y col 1992). Por otro lado, los microtubulos

constituyen el blanco para taxanos como el taxol y el docetaxel y alcaloides de la planta

Catharantus roseus como la vincristina y vinblastina. Estos compuestos suprimen la

dinámica de polimerización de los microtubulos lo cual resulta en una disminución en la

velocidad de la mitosis o en su bloqueo. El nivel de polimerización y la dinámica de los

microtubulos son regulados por varios factores incluyendo la expresión de diferentes

isotipos de tubulina, la dinámica de los microtubulos y los niveles de los isotipos de

tubulina. Cambios en todos estos factores se han correlacionado con la resistencia al

taxol y a los alcaloides antes mencionados (Burkhart y col 2001).

La reparación por escisión de nucleótido (NER) es la principal vía para la remoción

de aductos de platino-ADN. Tanto los aductos de ADN inducidos por oxaliplatino y

cisplatino son removidos con similar eficiencia por NER (Reardon y col 1999). NER es un

complejo proceso que involucra al menos 17 proteínas diferentes; sin embargo, la sobre­

expresión de algunos componentes limitantes del sistema NER son necesarios para

incrementar su eficiencia. Uno de estos importantes factores limitantes es la proteína 1

que repara la escisión de complementación cruzada (ERCC1), la cual en varios estudios

preclínicos ha demostrado tener un importante papel en la determinación de sensibilidad

al cisplatino, ya que un incremento en la expresión de ERCC1 está asociado a la

resistencia al cisplatino (Youn y col 2004). Por otro lado, datos experimentales relacionan

deficiencias del sistema de reparación de apareamientos incorrectos o sistema MMR

(MisMatch Repair) con el desarrollo de resistencia, a un amplio rango de agentes que

dañan al ADN, incluyendo los fármacos que contienen platino ya que se ha visto que in

vitro células deficientes de uno de los genes de este sistema de reparación como el

hMLH1, muestran resistencia al cisplatino (Brown y col 1997).

El propósito de la quimioterapia citotóxica es la de inducir la muerte de células

tumorales. La apoptosis es la muerte celular más estudiada, se inicia mediante su

activación que es requlada por señales externas o internas, continua con la amplificación

de estas señales por segundos mensajeros y la activación de caspasas efectoras de la

apoptosis. Las principales vías de activación de las caspasas, se presentan por medio de

dos vías; la vía intrínseca es regulada por proteínas de la familia de Bcl-2 y la vía

extrínseca es regulada por miembros de la superfamilia de receptores del factor de
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necrosis tumoral (TNFR). En el caso de miembros de la familia de Bcl-2 estudios in vitre

han demostrado que la sobre-expresión de Bcl-2 inhibe la muerte celular inducida por

diversos agentes (Miyashita y Reed 1992). Mientras que la sobre-expresión de Bax

sensibiliza a las células cancerosas a la muerte inducida por quimioterapia (Sakakura y

col 1997). La apoptosis mediada por receptores puede ser inhibida por receptores señuelo

(DcR decoy receptors), DcR3 en el caso de Fas y DcR1 y DcR2 en el caso de receptores

TRAll. Los receptores señuelo se unen a FasLITRAIL pero carecen del dominio

intracelular necesario para la formación del complejo de señalización inductor de muerte

(DISC) inhibiendo la activación de muerte celular (Ashkenazi 2002). La apoptosis mediada

por FAS y DR4IDR5 puede ser inhibida también por factores citoplasmáticos, el más

conocido es c-FLlP el cual se une a DISC inhibiendo la activación de la caspasa 8. Se ha

encontrado que la inactivación de C-FLlP con ARN de interferencia (iRNA) sensibilizó a

líneas celulares de cáncer de colon hacia el 5FU, oxaliplatino e irinotecan. También se ha

demostrado que la sobre-expresión de c-FLlP inhibe la apotosis mediada por receptores

(Srinivasula y col 1997). Otro importante nivel de regulación de la apoptosis es a través de

la inhibición de la actividad de las caspasas por proteínas de la familia inhibidoras de la

apoptosis (IAPs) las cuales pueden unirse directamente a las caspasas tales como la 3, 7

Y 9. La sobre-expresión de la survivina, una de las IAPs, se ha encontrado que ocurre en

paralelo con la inhibición de la apoptosis inducida por agentes antitumorales in vitre

(Tamm y col 1998). Por otro lado, una de las proteínas más estudiadas que inducen

apoptosis y que regula el ciclo celular es P53, esta proteína aparece frecuentemente

mutada en aproximadamente el 50% de los distintos tipos de cáncer. P53 es considerada

como uno de los principales supresores tumorales, se le han dedicado numerosos

reportes que indican que la disminución de su funcionalidad contribuye a la resistencia

hacia los fármacos, atribuida a la incapacidad de las células de inducir apoptosis

dependiente de P53 (Longley y Johnston 2005).

Las cinasas de proteínas en residuos de tirosina (PTKs) tienen un impacto en la

resistencia a los fármacos a través de la regulación de las vías de transducción de

señales anti-apoptóticas, tanto el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR)

como el receptor de crecimiento epidermal humano 2 (Her2) también han sido implicados

en la progresión de tumores en humanos, en donde se observa la sobre-expresión o

mutaciones oncogénicas de estos receptores. La sobre-expresión in vitre de EGFR Y

Her2 ha sido relacionada con el incremento a la resistencia de agentes quimioterapeuticos
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(Pegram y col 1997). Se ha reportado que la activación de la fosfatidilinositol-3 cinasa

(PI3K) a través de EGFR y su ligando se relaciona con el incremento en la

quimioresitencia debido a que PI3K genera el Iípido fosfatidil-3,4,5 trifosfato (PIP3) el cual

transloca a Akt hacia la membrana plasmática donde es activada y fosforilada por la

cinasa 1 dependiente de fosfoinositidol-3 (PDK-1). Akt fosforila y regula la función de

muchas proteínas incluidas proteínas reguladoras de apoptosis como Bad (Nicholson y

Anderson 2002). Por otro lado, se ha demostrado que la sobre-expresión de Bcl-2

dependiente de STAT3, (transductor de señales y activador de la transcripción tipo 3)

inhibe la apoptosis inducida por la quimioterapia en células de cáncer de mama (Real y

col 2002) y se ha demostrado que la inhibición de STAT3 aumenta la sensibilidad de

células de cáncer de cabeza y cuello hacia el 5FU (Masuda y col 2002). Así mismo, una

actividad incrementada del factor de transcripción NF-KB (factor nuclear Kappa B) en

pacientes con cáncer de esófago ha sido asociada con una respuesta reducida hacia la

quimioterapia y radioterapia (Abdel-Latif ycol 2004).

3.3. Tipos de muerte celular.

La omisión o represión de muerte celular tiene un doble impacto en oncología. 1°)

La inhabilitación de los principales mecanismos de transducción de señales de muerte

celular y/o supresión de los programas bioquímicos involucrados en la ejecución de la

muerte celular, pueden tener un papel fundamental en el proceso de oncogénesis. La

resistencia a la muerte permite la selección "darwiniana" de clonas cuya necesidad vital

hacia factores de crecimiento externo, nutrientes así como la autonomía de células

tumorales, se incrementa y las habilita para extenderse y producir metástasis. 2°) La

terapia convencional con agentes antitumorales o radiaciones ionizantes induce la muerte

de células tumorales, usualmente por activación de un programa bioquímico latente de

muerte. Sin embargo, después de una respuesta inicial a la terapia, células tumorales

resistentes escapan de la muerte celular (Kroemer 2004). Los tipos de muerte reportados

más frecuentemente se describen a continuación.

3.3.1. Apoptosis.

La apoptosis se diferencia de la muerte de tipo necrótica debido a que durante la

apoptosis el contenido celular se mantiene dentro de membranas, mientras que en la
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necrosis la célula estalla liberando su contenido el cual puede ser perjudicial para el

organismo (Hisrch y col 1997). Las características de la apoptosis son reducción del

volumen celular, formación de cuerpos apoptóticos, condensación de la cromatina,

fragmentación del ADN (Lowe y Un 2000), pérdida de la función mitocondrial (Constantini

y col 2000, Reed y col 1998) y exposición de la fosfatidilserina en el lado exterior de la

membrana citoplasmática (Fadok y col 2000). Por otra parte, las células muertas son

fagocitadas rápidamente, por lo que las células apoptóticas al contrario de las necróticas

no inducen reacciones inflamatorias (Reiter y col 1999).

El estudio de los genes que afectan la muerte celular por apoptosis en el nematodo

Caenorhabditis elegans llamados ced (C. elegans death) estimuló la búsqueda de sus

homólogos mamíferos (Woo y Mak 1998) y mostraron que es un mecanismo conservado

a lo largo de la evolución (Jacobson y col 1997). La apoptosis es dependiente de energía

(Constantini y col 2000) y puede ser suprimida por inhibidores de la síntesis de proteínas

o ARN (Sen y D'lncalci 1992). La apoptosis se lleva a cabo en varias etapas: La fase de

iniciación que es muy heterogénea, la fase de decisión y la de degradación o ejecución

(Constantini y col 2000).

La fase de iniciación de la apoptosis puede ser causada por señales extrínsecas,

debido a la presencia de receptores o por señales intrínsecas para eliminar células con

daño metabólico o al ADN.

La apoptosis por factores extrínsecos está mediada por receptores de la familia del

factor de necrosis tumoral (TNF; Ashkenazi y Dixit 1998). Los más estudiados en este

grupo incluyen a los receptores TNF-R1 y Fas. Estos receptores al unir su ligando se

trimerizan a través de dominios de muerte (DO), después de la trimerización se unen

proteínas asociadas al dominio de muerte (TRADD o RIP para TNF y FADO para Fas), las

cuales contienen dominios efectores de muerte (DEO) (Ashkenazi y col 1998). La

procaspasa-8 se une a las proteínas asociadas al DO por el DEO y se activa por medio de

una autoproteolisis (Hofmann 1999 y Hengartner 2000). Posteriormente, la caspasa 8

activa a la caspasa 3.

La vía intrínseca es iniciada por varios estímulos de estrés tanto extracelulares

como intracelulares, tales como ausencia de factores de crecimiento, hipoxia, daño al
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ADN Y por inducción oncoqeruca (Lowe y Un 2000) , esta vía conduce a eventos

bioquímicos que resultan en la permeabilización de la membrana de la mitocondria

(Hengartner 2000).

La proteína P53 es un factor de trascripción que participa en importantes funciones

en apoptosis y ciclo celular. Estructuralmente posee tres dominios: el dominio amino

terminal o de transactivación de la transcripción, el dominio de unión secuencia-especifica

al ADN (SST) y el dominio carboxilo terminal que es el responsable de la tetramerización,

de la localización nuclear y del reconocimiento de daño al ADN.

La proteína P53 regula el ciclo celular suspendiendo su avance en la fase G1, por

inducción del gen p21waf/cip1 , que inhibe a las cinasas dependientes de ciclinas.

También decide cuando la célula debe ir a apoptosis y esta decisión está influenciada por

el tipo celular, la compos ición oncogén ica, los estímulos extracelulares, la intensidad del

insulto a la célula, los niveles de expresión de P53 y su interacción con otras proteínas

reguladoras (Sionov y Haupt 1999).

La proteína P53 regula genes que codifican para proteínas de la familia de bcl-2,

que participan en la apoptosis. Esta familia de proteínas se divide en pro-apoptóticos

(Bax, Bak, Box, Bck, Blk, Hrk, BcI-xs, BNIP3, BimL, Bad y Bid) Y en anti-apoptoticos (Bcl­

2, Bcl-xL, Bcl-w, MCL-1 y A1). Estos genes regulan la muerte celular dependiendo de la

relación de la expresión de proteínas apoptóticolantiapoptótico de esta familia . Se piensa

que estas proteínas forman homodímeros y heterodímeros entre ellos. De esta forma

cuando la relación de BaxlBcI-2 es menor a 1 se encuentran homodímeros Bcl-2/Bcl-2 en

forma mayoritaria y la célula sobrevive, pero si la razón BaxlBcl-2 es mayor a 1 se

producen más homodímeros BaxlBax y la célula muere.

La proteína BcI-2 está localizada en las membranas del retículo endoplásmico, en

la membrana nuclear y en la membrana externa de la mitocondria , mientras que Bax es

citosólica. El mecanismo de Bax parece relacionarse con su capacidad para formar

canales en membranas lipidicas. Bax puede presentarse en forma monomérica u

oligomérica , siendo esta última la que es capaz de formar canales. Posteriormente a un

estímulo apoptótico, previa dimerización, Bax se transloca a la mitocondria (Groos y col

1998).

11



Bcl-2 está relacionada con el mantenimiento de la función de la mitocondria. La

sobre-expresión y translocación de Bax a la mitocondria está relacionada a la transición

de la permeabilidad de la membrana mitocondrial y dependiendo de la intensidad de esta,

la célula puede morir por necrosis o apoptosis (Hirsch y col 1997). La transición de la

permeabilidad es causada por un decremento en el potencial de membrana mitocondrial

(C1\jJ) que puede estar relacionado con el hinchamiento de la mitocondria y la falla del

intercambio de ADP por ATP con la subsiguiente disminución del C1\jJ y liberación de

citocromo e de la mitocondria . Posteriormente el citocromo e se une a Apaf-1 lo cual

causa la activación de la pro-caspasa 9 (Hengartner 2000).

Las caspasas son cisteín-proteasas que se encuentran como zimógenos, que una

vez procesadas da origen a un dominio p20 y una sub-unidad catalítica pequeña p10. Las

caspasas 8 y 9 procesan a la procaspasa 3 para activarla y la procaspasa 3 procesa otras

proteínas para activarlas o inactivarlas, entre estas se encuentra la DNAsa, lamininas

nucleares, proteínas del citoesqueleto como fodrina y gelsolina, PARP (polimerasa de

poli-ADP ribosa) y PAK2 (cinasa activada por P21 tipo 2). Esta serie de degradaciones

son las que causan los efectos bioquímicos y la morfología característica de la apoptosis

(Hengartner 2000). Las caspasas pueden ser inhibidas por péptidos de la familia de las

serpinas, así como proteínas de la familia IAPs (proteínas inhibidoras de la apoptosis).

Una integración entre la vía extrínseca y la intrínseca está situada en la

participación de la proteína Bid, ésta una vez que ha sido activada por la caspasa 8, se

transloca en la membrana interna de la mitocondria y promueve la salida de citocromo e
. (Hengartner 2000).

3.3.2. Autofagia.

La autofagia está caracterizada por la formación de vesículas que contienen

citoplasma y organelos celulares, cuyo contenido es degradado por el sistema Iisosomal.

La autofagia se presenta normalmente en la mayoría de las células eucariotas y tiene

múltiples funciones fisiológicas en organismos multicelulares incluyendo degradación de

proteínas y recambio de organelos, para aprovechar las moléculas resultantes de dicha
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degradación en ausencia de nutrientes. Las células que sufren una excesiva autofagia

mueren sin presentar morfología apoptótica.

Aunque la morfología de la autofagia fue descrita primero en células de mamíferos,

la mayoría de los genes relacionados con autofagia (ATGs) fueron identificados en

levaduras, 16 genes han sido reportados y varios de ellos están conservados en otros

organismos (Levine y Klionski 2004). En las levaduras la principal función de la autofagia

es mantener la supervivencia durante la escasez de nutrimentos, mediante el catabolismo

de componentes intracelulares y la eliminación de organelos dañados (Huang y Klionski

2002). En la autofagia las vesículas autofágicas o autofagosomas están formadas

membranas dobles o múltiples, que generalmente se originan del retículo endoplásmico;

las cuales engloban organelos y/o proteínas para su degradación.

El autofagosoma encapsula el material citosólico, posteriormente se acopla y

fusiona con lisosomas u otras vacuolas, causando la degradación del contenido del

autofagosoma. A nivel molecular, la vía de señalización que lleva a la autofagia al menos

involucra las actividades de la fosatidilinositol-3 cinasa (PI3K) y de la cinasa blanco de la

rapamicina (TOR). La actividad de la Pl3K-clase 111 es particularmente importante para las

fases tempranas de la formación de la vesícula autofágica, mientras TOR regula

negativamente la formación de autofagosoma y su expansión. Consecuentemente, la

inhibición de TOR por rapamicina bloquea la progresión del ciclo celular (Rohde col 2001)

Y eventualmente induce autofagia (Noda y Ohsumi 1998). La vía de TOR asimismo

coordina las señalizaciones que son iniciadas por factores nutricionales y mitogénicos y

también controla la síntesis y la degradación de proteínas (Okada y Mak 2004).

Recientemente se ha demostrado que los mecanismos moleculares de la autofagia

pueden ser inducidos por una forma alternativa de muerte celular programada

independiente de caspasas, en algunos casos apoptosis y autofagia se han visto

interconectados positiva o negativamente, involucrando el concepto de "switches

moleculares" entre ambas muertes (Boya y col 2005).

La transformación maligna de las células se ha encontrado asociada con supresión

o disminución de autofagia. La reciente implicación de deficiencias de supresores

tumorales como Beclin 1 (proteína que interactúa con Bcl-2), DAPk (proteína cinasa
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asociada a muerte) y PTEN (proteína tirosin fosfatasa) en vías autofágicas , indican un

posible papel de las deficiencias en la autofagia en la formación de cáncer. La inducción

de muerte celular autofágica por algunos agentes anticancerígenos remarca la potencial

utilidad de su inducción como una nueva forma de tratamiento (Gozuacik y Kimchi 2004).

3.3.3. Oncosis.

Se ha descrito otro tipo de muerte celular menos conocida. La oncosis, en la que

estímulos nocivos e isquemia inducen muerte celular sin características de apoptosis. El

término oncosis derivado de "onkos" que significa "hinchamiento" o aumento de volumen,

fue propuesto en 1910 por Von Reckling-Hausen para describir muerte celular por

isquemia en osteocitos y fue reintroducido recientemente para describir una forma de

muerte celular distinta a la apoptosis (Trump y col 1997).

Las células oncóticas son caracterizadas por hinchamiento celular, hinchamiento

de organelos, e incremento en la permeabilidad de la membrana. La oncosis usualmente

ocurre rápidamente después de la aplicación del insulto a la célula, resultando en cambios

en la forma y volumen celular. En cultivos celulares en monocapa, las células oncóticas

forman una especie de burbujeo citoplásmico y agrupamiento en racimos de la cromatina,

seguido de una alteración y una reagrupación celular después de despegarse del fondo

de la placa de cultivo (Phelp y col 1989). La muerte celular oncótica ha sido documentada

en macrófagos infectados con Shigella f1exneri (Fernández-Prada y col 1997), en células

de melanoma 816 murina tratadas in vivo con ciclofosfamida (Kuwashima y col 1996), en

linfocitos de sangre periférica tratados con altas dosis de toxina de estafilococos (Jonas y

col 1994). El mecanismo molecular y bioquímico de oncosis aun no se ha aclarado. Se

cree que la oncosis es el resultado de una falla en bombas iónicas en la membrana

plasmática que disminuye los niveles celulares de ATP (Eguchi y col 1997).

Recientemente se ha documentado que la fosfolipasa A2 está relacionada a los procesos

de daño en la membrana celular y a cambios en la estructura de ésta (Cummings y col

2000; Sapirstein y Bonventre 2000). En estudios donde se clonó al receptor de membrana

porimina; al reaccionar con el anticuerpo anti-porimina indujo muerte celular con

características de oncosis, sin fragmentación de ADN ni cuerpos apoptóticos (Zhang y col

1998).
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3.3.4. Catástrofe mitótica.

El término catástrofe mitótica fue originalmente acuñado por Paul Russell y Paul

Nurse, al describir la muerte de Schizosaccharomyces pombe, células que son forzadas a

entrar a mitosis prematuramente debido a la sobre-expresión de Cdc2 (Russell y Nurse

1986). Recientemente, la definición de catástrofe mitótica se ha ampliado para explicar el

tipo de muerte de células de mamíferos que es causada por una mitosis defectuosa. La

catástrofe mitótica esta asociada con la formación de micronúcleos, células gigantes que

contienen cromosomas sin condensar y su morfología es distinta también a la de

apoptosis.

En células somáticas normales, en la fase M del ciclo celular se presentan dos

procesos consecutivos, la mitosis y la citocinesis. La mitosis se divide en profase,

prometafase, metafase, anafase y telofase. La entrada hacia mitosis desde la fase de G2

es llevada a cabo por la activación de CDK1, previo a la mitosis CDK1 es llevada en un

estado inactivo por fosforilación , la cual es mediada por las cinasas WEE1 y MYT (Nigg

1995). Sin embargo, después de la activación por la fosfatasa, CDC24C, CDK1 fosforila

un gran número de sustratos que promueven la ruptura de la envoltura nuclear,

separación del centrosoma, ensamblaje de uso mitótico y condensación de cromosomas

(Kimura y col 1998). Hacia el final de una mitosis normal, la CDK1 es de nuevo fosforilada

e inactivada para que la citocinesis pueda proceder (Noton y Diffley 2000).

El punto de restricción en G2 del ciclo celular es responsable del bloqueo en

mitosis, cuando en una célula persiste un daño en el ADN, éste activa un número de

moléculas que promueven actividades celulares tales como detención del ciclo celular,

reparación del ADN o apoptosis. Sin embargo, si el punto de restricción de G2 se

encuentra defectuoso, una célula puede entrar en mitosis prematuramente , antes de que

la replicación sea completada o el daño al ADN haya sido reparado, este tipo de mitosis

causa que la célula muera por catástrofe mitótica. Agentes que dañan a los microtubulos

e interfieren con la formación del uso mitótico también causan catástrofe mitótica (Jordan

y col 1996), el taxol induce en líneas celulares una metafase anormal en las cuales las

cromátidas hermanas tienden a segregarse inadecuadamente, resultando en una mitosis

aberrante y posteriormente mueren, esta muerte propiamente no es de tipo apoptótica
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pero esta acompañada con rasgos apoptóticos, como fragmentación de ADN, y formación

de cuerpos apoptóticos (Jordan y col 1996).

3.3.5. Necrosis.

En contraste con la muerte celular apoptótica, la necrosis es un proceso

desordenado y no regulado que conduce a una destrucción celular traumática, la cual es

seguida por la liberación de componentes intracelulares. Algunas características

morfológicas de la necrosis incluyen distorsión de la membrana celular, degradación de

organelos, aumento de volumen y en algunas ocasiones vacuolización . La necrosis es

usualmente consecuencia de una condición patofisiológica, tales como infección,

inflamación o isquemia. El trauma resultante causa un extenso daño de vías fisiológicas

normales que son esenciales para el mantenimiento homeostático, tales como la

regulación del transporte iónico, la producción de energía y el balance de pH. La necrosis

es un proceso pasivo poco conocido a nivel bioquímico y molecular, sin embargo

actualmente esta siendo más estudiado a este nivel (Okada y Mak 2004).

Las muertes celulares distintas a la apoptosis tales como autofagia y muerte celular

de tipo citoplásmica se han observado en etapas tempranas del desarrollo, (Schweichel y

Merker 1973; Clark 1990). Así como la muerte celular de tipo neurodegenerativo como la

que muestra un modelo de ratón transgénico de esclerosis amiotrófica lateral (Dal Canto y

Gurney 1994) y algunas muertes celulares relacionadas a isquemia caracterizadas por

"hinchamiento" celular, referidas como oncosis (Majno y Joris 1995) se mantienen sin

aclarar. El entendimiento de los mecanismos moleculares de estas formas de muerte

tiene implicaciones en el desarrollo de terapias para el cáncer y el diseño de nuevos

agentes terapéuticos en donde estas formas diferentes de muerte celular están

involucradas.

3.4. Chalconas.

Las chalconas químicamente son estructuras que abarcan un grupo muy amplio de

compuestos con estructuras muy variadas que contienen grupos carbonilos a,f3­

insaturados unidos a anillos aromáticos (Figura 1). Estos productos son abundantes en la
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naturaleza. Una de las fuentes naturales es la planta Scutellaria barbata. Las chalconas y

sus derivados tienen múltiples actividades biológicas, las cuales incluyen actividad

quimiopreventiva, antitumoral , antinflamatoria, analgésica, antipirética, antiparasitaria y

antioxidante (De Vincenso y col 2000. Harborne y Williams 2000). Químicamente son

consideradas como f1avonoides de cadena abierta, en los cuales uno o dos anillos

aromáticos están unidos por un sistema carbonilo a-13 insaturado de tres carbonos (Ducki

y col 1997).

o

HO

Figura 1. (E)-1-(4'-hidroxifenil)but-1-en-3-ona.

Las chalconas y compuestos relacionados a ellas como los f1avonoides contr ibuyen

al color de las plantas, dan protección contra la radiación ultravioleta, funcionan como

funguicidas e insecticidas, juegan un papel importante en la fijación de nitrógeno en

asociación mutualista entre bacterias del genero Rhizobium en la familia de plantas

Leguminosae (Harborne y Williams 2000) . Los f1avonoides y chalconas están presentes

en una amplia variedad de frutos y vegetales que los humanos utilizan en su dieta Son

también componentes mayoritarios de una gran variedad de plantas utilizadas como

agentes antinflamatorios y diuréticos en la medicina tradicional de algunos países

orientales (Ducki y col 1997; Harborne y Williams 2000) .

En la medicina tradicional china es usado el extracto seco de la planta Scutellaria

barbata como un agente antiinflamatorio, antidiurético y antitumoral (Ducki y col 1997) y

de esta planta fue aislada la cetona a,13-insaturada (E)-1-(4'-hidroxifenil)but-1-en-3-ona

(Figura 1) que al ser evaluada in vitre hacia la línea celular tumoral K562 mostró una

actividad citostática con una ICso de 60 ~M (Ducki Ycol 1996).

Después del aislamiento de este compuesto ha sido utilizado como una molécula

base para desarrollar otros compuestos con mayor actividad biológica, como el

compuesto (E)-1-(pentafluorofenil) but-1-en-3-ona que presentó una ICso de 1.9 ~M Y 30

veces más activo que el mostrado por el compuesto natural de la figura 1 (Ducki y col.

1997).
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La 3'metil-3-hidroxichalcona inhibió la proliferación de diversas líneas celulares

tales como; HGC-29 de cáncer gástrico, HeLa de carcinoma de cérvix, PANC-1 de

carcinoma pancreático y GOTa de neuroblastoma, en la línea HGC-29 indujo un retardo

en la fase S manteniendo un bloqueo en la fase GO/G1 del ciclo celular, también demostró

inhibir la unión del [6,7-3H]-estradiol al receptor de estrógeno tipo-II de manera dosis

dependiente y alteró la síntesis de proteínas, actividades que explican la inhibición de la

proliferación celular. Además la 3'metil-3-hidroxichalcona presenta actividad biológica in

vivo suprimiendo la actividad promotora del 12-0-tetradecanoilforbol-13-acetato sobre la

carcinogénesis de piel en ratones tratados inicialmente con el 7,12­

dimetilbenz[a]antraceno (Satomi 1993). Los f1avonoides: chalcona, 2-hidroxichalcona y la

quercetina presentes en la dieta, también han mostrado inducir un efecto inhibitorio sobre

la carcinogénesis oral de ratas inducida por el compuesto oxido de 4-nitroquinolina,

resultando en una reducción en la frecuencia de carcinomas de lengua en un 68% (Makita

y col 1996).

3.5. Mecanismos de acción propuestos de derivados de chalconas.

Una serie de chalconas fue evaluada como agentes antimitóticos y de esta serie el

compuesto (E)-1-(2,5-dimetoxifenil)-3-[4-(dimetilamino) fenil]-2-metil-2-propen-1-ona

resultó ser un agente antimitótico muy efectivo a una concentración de 4 nM en un

sistema in vitre y además posee actividad antitumoral in vivo (Edwards y col 1990).

Estudios posteriores revelaron que la actividad citotóxica de algunas chalconas

correlaciona con su capacidad para unirse a la tubulina. Estos compuestos mostraron su

unión a la tubulina de manera competitiva con la colchicina, coincidiendo con un bloqueo

en la fase G2/M del ciclo celular consistente con una alteración del uso mitótico por la

interacción de la chalcona con la tubulina, lo que origina un patrón difuso en la

organización de los microtúbulos indicativo de dímeros de tubulina dispersos y

despolimerizados (Lawrence y col 2000).

Los derivados halogenados de chalconas han demostrado tener actividad

manifestando una unión a la glicoproteína-P con gran afinidad en el rango nM (Bois y col

1998) y en fechas recientes otros derivados mostraron potenciar la citotoxicidad de la

daunorubicina en células K562 multirresistentes. Estos compuestos en particular la

quercetina también fueron capaces de incrementar la acumulación intracelular de
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rodamina 123, una molécula fluorescente que actúa como marcador para demostrar

multirresistencia dependiente de Glicoproteína-P (De Vincenso y col 2000). En fechas

recientes se ha observado que algunos derivados de las chalconas presentan actividad en

líneas celulares multirresistentes a fármacos en el rango IlM (De Vincenso y col 2000). Un

ejemplo son las 2'-aminochalconas, compuestos que mostraron tener actividad citotóxica

in vitre, en la línea celular multirresistente KB-VIN la cual sobre-expresa a la glicoproteína

P (Xia 2000).

Estudios previos han indicado que la carcinogénesis originada por hidrocarburos

aromáticos policíclicos, inducen modificaciones al ADN y a otras macromoléculas. En el

metabolismo de estos hidrocarburos policícliclos participan al menos dos reacciones de

mono-oxigenación, catalizadas por una o mas formas de citocromo P450, éstas activan

metabolicamente un gran número de pro-carcinógenos a intermediarios reactivos que

interactúan con núcleofilos celulares y finalmente promueven la carcinogénesis

(Guengerich 1988). Se ha demostrado que algunas chalconas y sus derivados son

potentes inhibidores de las enzimas del CYPIA in vitre, cuya inhibición correlaciona con

los efectos quimiopreventivos de estos compuestos in vivo.

El supresor de tumores MDM2 (Mouse Double Minute 2) regula a la proteína P53 al

unirse a su dominio de transactivación e induce a la degradación de ésta por

ubiquitinación. El gen de P53 es inactivado en muchos tumores humanos, ya sea por

mutaciones o por la unión a proteínas oncogénicas como MDM2. En algunos tumores,

tales como el sarcoma de tejido blando la sobre-expresión de MDM2 inactiva a P53,

afectando el papel de P53 en la regulación del ciclo celular, permitiendo que progrese el

ciclo celular de células con defectos en su ADN defectuosas. La pérdida de las

interacciones MDM2/P53 incrementan los niveles de P53 y restauran la actividad

transcripcional de esta proteína, lo que indica un potencial terapéutico de moléculas

antagonistas de la unión MDM2/P53. Se ha demostrado que algunas chalconas (1 ,3­

difenil-2-propen-1-onas) son inhibidores de la actividad de MDM2 al unirse al sitio de

unión de P53, estos compuestos interaccionan con el complejo proteico MDM2/P53,

liberando P53 para que pueda ejercer sus diversas funciones, por lo que podrían ser

utilizados en terapias contra tumores con niveles elevados de MDM2 (Stoll 2001). Las

. chalconas derivadas de ácido borónico también han mostrado inhibir la actividad de
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MDM2 Y son de interés particular ya que su actividad antiproliferativa puede diferenciar

entre células normales y tumorales, siendo de 6 a 9 veces menos tóxicas para las

normales a concentraciones ~M (Kumar 2003).

En estudios epidemiológicos se ha ligado el desarrollo del cáncer pancreático con

una alimentación alta en grasas especialmente con ácidos grasos insaturados, tales como

el ácido linoléico y el ácido araquidónico que están presentes en el aceite de maíz y los

cuales promueven carcinogénesis (Fay y col 1997). Uno de los factores que esta

relacionado en el origen de este tipo de cáncer, es la participación de Iipoxigenasas. La

lipoxigenasa cinco y doce (LOX-5 y LOX-12) presentes en el metabolismo del

araquidonato, se encuentran sobre-expresadas en células de cáncer pancreático. La

inactivación de estas dos enzimas inhibe la proliferación de células de cáncer pancreático

(Ding XZ y col 1999a). Ding y col (1999b) demostraron en estudios in vitre en líneas

celulares de cáncer pancreático humano PANC-1 , Mia-Paca2, Capan2 y HPAF, que la

inactivación de la LOX-5 y LOX12 por la chalcona baicaleina induce muerte celular

programada de tipo apoptótica sugiriendo que la inactivación de las LOX afectan la

proliferación de células de cáncer pancreático.

Las cinasas de residuos de tirosina son proteínas involucradas en la regulación de

la proliferación y diferenciación celular (Ullrich y Schlessinger 1990). La sobre-expresión

de algunos receptores de factores de crecimiento con actividad de cinasas de residuos de

tirosina ha sido encontrada en cánceres humanos tales como el de mama e hígado (Yang

1997). De esta forma es que los inhibidores de las cinasas de residuos de tirosina son

considerados como una clase potencial de agentes antitumorales. Las chalconas también

han demostrado tener actividad inhibidora en las cinasas de residuos de tirosina in vitre,

por ejemplo la buteina (ICso 8 ~M) , la marcina (ICso 19 ~M) Yla f\oretina (ICso 25 ~M) , ya

que pueden anclarse al sitio de unión a ATP del receptor del factor de crecimiento

epidermal (Yang 2001).

3.6. Derivados de heterodlarillden-clclohexanona,

En 1992, se evaluó la actividad citotóxica de chalconas de tipo

diarilidenciclohexanonas, las (E)-3,5-bis(benziliden)-4-piperidonas (Figura 2) las cuales
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mostraron actividad preferentemente en líneas celulares de leucemia mostrando valores

de ICso menores de 10 IJ.M, estos compuestos son una combinación de chalconas de tipo

cetonas a,~-insaturadas y una ~-aminocetona en la misma estructura (Dimmock y col

1992), las cuales además habían demostrado no tener efectos mutagénicos ni

carcinogénicos debido a que poseen actividad sobre grupos tioles y no sobre aminas o

hidroxilos de los ácidos nucleicos (Dimmock y col 1983).

o

Figura 2. Compuesto derivado de chalcona (E)-3,5-bis(benciliden)-4-piperidona.

EI-Barbary y col (1994) modificó algunas chalconas a las que se les sustituyeron

los grupos benciliden por otros heteroarilos. Esta modificación fue utilizada por EI­

Subbagh y col (2000) para sintetizar nuevas series de (E)-3,5-bis(benziliden)-4­

piperidonas, modificando los grupos arilo o heteroarilo de los extremos de la molécula

(figura 3). Uno de éstos compuestos (compuesto 111, figura 3) el cual contiene un grupo

tienil; presentó actividad citotóxica en un panel de líneas celulares del Instituto Nacional

del Cáncer en Estados Unidos, con valores de ICso desde 10 hasta 35 IJ.M (EI-Subbagh y

col 2000).

o

I
Ci-tJ

o

I
Ci-tJ

11 111

Figura 3. Compuestos derivados de chalconas 1 (E)-3,5-bis(4-metoxifenil)-4-piperidona, 11
(E)-3,5-bis(4-piridil)-4-piperidona, 111 (E)-3,5-bis(2-tienil)-4-piperidona.
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En trabajos recientes se reportó la síntesis de nuevos derivados de chalconas con

estructura similar a las (E)-3,S-bis(aril)-4-piperidona, en las cuales se sustituyo el grupo

piperidona por piranonas (Martínez-Zuñiga 2001; Figura 4).

o

IV

o

V

Figura 4. Nuevos derivados de chalconas diarilidenpiranona. IV 3,S-di(1'­
metilpirrolil)identetrahidro-4H-piran-4-ona. V 3,S-ditenilidentetrahidro-4H-piran-4-ona.

Posteriormente, además de chalconas diariliden-piranona se sintetizaron nuevas

diariliden-ciclohexanonas y a ambos tipos de chalconas con distintos sustituyentes se les

adicionado el grupo pirimídico dimetil-uracilo (Martínez-Zúñiga 2001, Díaz y col 2003;

Figura S). La adición del dimetil-uracilo tiene el antecedente en el cual a compuestos

como la ivalina te confería propiedades citotóxicas (Díaz y col 1998, Quintero y col 1999).

Células HeLa tratadas in vitre con el derivado pirimídico de la ivalina mostraron

fragmentación de ADN, lo cual es sugerente de apoptosis (Martínez-Urbina 2001).

o

VI VII

•

VIII

Figura S. Reacción general de adición de un grupo pirimídico a una molécula de
diarilidencicloehxanona. VI 2,6-dibencilidenciclohexanona VII 6-amino-1,3-dimetiluracilo,
VIII 6,7,8 Trihidro-9-benziliden-1,3-dimetil-S-fenil (1 H,3H) pirimido[4,S-b]quinolin-2,4-diona
(Díaz y col 2003).
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En estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio, se determinó la

viabilidad celular por ensayos de reducción de MIT. En el cual se trataron células HeLa

con el derivado pirimídico de una diariliden-ciclohexanona (compuesto VIII; Figura 5). Este

último no tuvo actividad inhibitoria en la proliferación celular a concentraciones de hasta

40 IlM. (resultados no publicados). Sin embargo, otros derivados en donde los grupos

arilos de las chalconas fueron sustituidos por heteroarilos como el metil-pirrol o el tienil, si

presentaron actividad inhibitoria de la proliferación en células HeLa.

Del grupo de nuevos derivados de heterodiariliden-ciclohexanonas, se

seleccionaron los compuestos A, B, e, y D (Figura 6). Estos compuestos serán evaluados

en líneas celulares humanas con el objeto de conocer su actividad citotóxica. El

compuesto D corresponde a una chalcona, la cual no contiene el dimetil-uracilo (Figura 6).

A

e

B

o

~o~
S CONo

I'-=::
h

D

Figura 6. Nuevos compuestos derivados de diarilidenciclohexanonas:

A. (9E)-1,3-dimetil-5-(1-metil-1 H-pirrol-2-i1)-9-[(1-metil-1 H-pirrol-2-i1)metilen]-6,7,8,9 tetrahi­
dropirimido[4,5-b]quinolin2A(1 H.3H)-diona
B. (9E)-1,3-dimetil-5-( 1-metil-1H-pirrol-2-il)-9-[ (1-metil-1H-pirrol-2-il)metilen]-6,7,8,9 tetrahi­
dro-2H-pirano[pirido[2 ,3-d]pirimidina-2,4(3H)-diona
C. (9Z)-1,3-dimetil-5-tien-2-il-9-(tien-2-ilmetilen)-1 ,6,8,9-tetrahidro-2H-pirano[3'A': 5,6]pirido
[2,3-d]pirimidina-2,4(3H)-diona
o. Etil(2Z)-3-ciclopenta-1 A-dien-1-il-2-(1-oxo-3A-dihidroisoquinolin-2(1H)acrilato.
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4. Hipótesis.

Basados en los datos reportados en la literatura acerca de la actividad citotóxica de

las chalconas en líneas celulares, se espera que nuevos derivados de chalconas como los

heterodiariliden-ciclohexanonas modificados con la adición de un grupo pirimídico, puedan

presentar propiedades citotóxicas en líneas celulares in vitro.

5. Objetivo general.

Evaluar la actividad citotóxica de los nuevos derivados heterodiariliden­

ciclohexanonas A, B, C, D en líneas celulares y caracterizar su mecanismo de acción

citotóxica.

6. Objetivos específicos

1. Evaluar la inhibición de la proliferación celular de los nuevos derivados de

heterodiariliden-ciclohexanona A, B, C y D en las líneas celulares HeLa, Calo, C33,

SW480, SW620, MCF-7, y K-562 Y determinar el valor de ICso. Seleccionar el compuesto

más activo para utilizarse en los subsecuentes experimentos.

2. Determinar la distribución de las fases del ciclo celular, en líneas celulares tratadas con

el compuesto más activo.

3. Determinar si la inhibición de la proliferación es por citostasis ó por muerte celular ya

sea por apoptosis ó necrosis.

3.1. Evaluar la posible fragmentación del ADN debida a apoptosis .

3.2. Analizar la expresión de proteínas pro y antiapoptóticas.

3.3. Determinar la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) como

marcador de daño celular de tipo necrótico.

3.4 Observar el efecto del nuevo compuesto en la morfología celular.
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7. Material y métodos.

7.1. Líneas celulares. Las líneas celulares utilizadas son; HeLa, Calo y C33 (cáncer de

cerviz), SW480 y SW620 (adenocarcinoma de colon), MCF-7 (adenocarcinoma de

mama); K-562 (leucemia mielogénica crónica). Las células HeLa, C-33 y MCF-7 fueron

proporcionadas por el Dr. Alejandro García-Carrancá del Instituto Nacional de

Cancerología de México, las células K-562 por el Dr. José Sullivan López del Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratorias de México, las células SW620 y SW480 por el

Dr. Manuel Perucho del Instituto 8urnham de la Jolla, Estados Unidos de América y las

células Calo fueron proporcionadas por el Dr. 8enny Weiss Steider de la FES Zaragoza

de la Universidad Nacional Autónoma de México.

7.2. Heterodiariliden-ciclohexanonas. Los nuevos derivados de heterodiariliden­

ciclohexanonas (A, 8, C y O), fueron sintetizados basándose en la reacción de adición de

Michael por Oíaz y col (2003), del Instituto de química de la Universidad Nacional

Autónoma de México (Figura 6).

7.3. Cultivo de líneas celulares. Todas las líneas celulares fueron cultivadas en medio

O-MEM (Oulbecco Medium Eagle Modified) suplementado con 100 mM de piruvato de

sodio, 10 mM de aminoácidos no esenciales, 10,000 U/mi de penicilina G sódica, 10,000

U/mi de sulfato de estreptomicina, 25 ¡..tg/ml de anfotericina 8 y 10% de suero fetal bovino

(reactivos Invitrogen). Las líneas celulares se cultivaron en una incubadora (Forma

Scientific) a 37 oC, 5% de CO2 y 95% de humedad.

7.4. Determinación de viabilidad celular e ICsopor MTT. La inhibición de la proliferación

de los compuestos A, 8, C y O, se analizó en las líneas celulares (HeLa, Calo, C33,

SW480, SW620, MCF-7 y K-562), utilizando la determinación de viabilidad celular por

reducción de la sal de MTI (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio). Se

incubaron en una placa de cultivo de 96 pozos, en cada pozo se colocaron de 5 a 6 X 103

células en 250 ¡..tI de medio de cultivo O-MEM y se cultivaron durante 24 h.

Posteriormente, las células se cultivaron durante 48 h en presencia de los compuestos

disueltos en OMSO (dimetil sulfóxido) a concentraciones de 2.5, 5, 10, 20 .y 40 ¡..tM. Las

determinaciones se efectuaron por octuplicado para cada una de las concentraciones.
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Como controles se incubaron células sin tratar y tratadas con 0.6 J..lL DMSO el cual fue el

volumen utilizado para agregar los compuestos, al término de la incubación se agregaron

a cada uno de los pozos, 20 J..lI de una solución de MTT de 5 mg/ml (Sigma, cat M2128),

incubando durante 4 h a 37 "C, posteriormente el medio de cultivo fue descartado y el

producto de la reacción (sales de formazan precipitadas) fue disuelto mediante 250 J..lI de

DMSO. Finalmente, se determinó la densidad óptica a 540 nm en un lector de microplacas

(Dynex Technoloqies: Mossman 1983 y Carmichael y col 1987). El porcentaje de

inhibición de la proliferación se calculó según la ecuación:

% Inhibición = 100-[(A) (100) lB]

En la que A es el promedio de la densidad óptica obtenida por las células tratadas

con los compuestos y B es el promedio de células control sin tratamiento . Con los

resultados del porcentaje de inhibición de la proliferación celular en función de la

concentración, se calcularon los valores de ICso (concentración a la cual se inhibe el 50%

de la proliferación celular) de los compuestos con actividad inhibitoria. Las ICso se

obtuvieron por regresión no lineal utilizando el programa Origin 6.

7.5. Determinación de viabilidad por cristal violeta. Las células HeLa, SW480, MCF-7

y K-562, fueron cultivadas en placas de 96 pozos, con un número inicial de 5X103 en 250

J..lL de O-MEM e incubación durante 24 h. Posteriormente se adicionaron los compuestos

A y B a la concentración de ICso obtenida por MTT, al final de cada uno de los tiempos O,

6, 24, 30 Y 48 h de tratamiento , el medio de cultivo se retiró y las células fueron fijadas

con 100 J..lL de una solución de formaldehído al 4% en PBS frío (durante 15 min a 4 OC).

Las células fijadas fueron lavadas en tres veces con agua desionizada. Posteriormente,

las células se secaron y se tiñeron durante 20 min, con 100 J..lL de una solución al 0.1 % de

cristal violeta disuelto en un solución 200 mM de ácido fosfórico a pH 6. Se descartó

cuidadosamente la solución de cristal violeta por aspiración y se lavó tres veces con agua

desionizada para eliminar el exceso del cristal violeta. Los pozos de cultivo nuevamente

se secaron y el cristal violeta de las células teñidas fue disuelto con 100 J..lL de una

solución de ácido acético al 10% durante 30 mino La densidad óptica es directamente

proporcional al número de células y fue determinada en un lector de microplacas a 590
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nm, el % de inhibición se obtiene de la misma manera que en el caso de MTT (López y col

2002).

7.6. Determinación de viabilidad por exclusión de azul tripano. Las células HeLa y

SW480 se cultivaron cada una en placas de cultivo de 96 pozos en un número de entre 5

a 6 X103 células con 250 ~I de D-MEM por pozo, al término de 24 h de incubación las

células se trataron con el compuesto A a 10 Y 5 ~M para HeLa y SW480 respectivamente

se determinó el conteo celular por tinción con azul tripano a O, 24 Y 48 h de la siguiente

manera: El medio de cultivo de cada pozo fue recolectado cuidadosamente por

aspiración, posteriormente, al pozo se le agregaron 25 ~I de una solución al 0.05% de

tripsina en cloruro de sodio al 0.85%, la digestión fue detenida después de 3 min con 25 ~I

de medio D-MEM con el 10% de suero fetal bovino. Las células desprendidas fueron

cuidadosamente resuspendidas y 25 ~I de esta suspensión se mezcló 1:1 con una

solución de 1O ~g/ml de azul tripano en cloruro de sodio al 0.85%, la viabilidad de las

células fue determinada en un hemocitómetro utilizando un microscopio invertido

(Olympus 1M; López y col 2002).

7.7. Análisis del ciclo celular por citofluorometría de flujo. Las células HeLa y SW480

tratadas con el compuesto A a una concentración de 10 Y 5 ~M, respectivamente, fueron

incubadas a una densidad de 1x1 06 células en cajas de petri de 10 cm de diámetro

durante 24 h, como control normal se usaron ambas líneas sin tratamiento y como control

positivo se uso taxol a 50 nM. Los cultivos celulares se incubaron durante 12, 24, 48 Y 72

h. Al término de cada tiempo se recolectó el medio de cultivo en un tubo estéril de

poliestireno de 15 mi, las células se lavaron con 2 mi PBS recolectándolas en el mismo

tubo, posteriormente, a las células se les agregaron 2 mi de PBS-EDTA y se incubó

durante 10 min, las células se cosecharon resuspendiéndolas cuidadosamente con una

pipeta Pasteur y se colocaron en el mismo tubo de recolección. La suspensión celular

recolectada después de cada tiempo de incubación se centrifugó a 78 x g durante 5 min y

el sobrenadante se descartó por aspiración, al botón celular se le agregó 1 mi de PBS frío

y se resuspendió suavemente, posteriormente, se le agregaron por goteo 9 mi de etanol

frío al 70%, resuspendiendo con cuidado. Las células fijadas se conservaron a -20 oC.

Después de la fijación, la suspensión celular se centrifugó a 78 x g durante 5 min la

solución etanólica se retiró y el botón celular se lavó y resuspendió en PBS frío, se
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centrifugó nuevamente y el PBS se retiró. El botón celular se resuspendió suavemente en

500 ¡.tI de una solución 0.02 mg/ml de loduro de propidio (Sigma), 0.2 mg/ml de RNAsa

libre de DNAsa (Invitrogene), 0.1% de Tritón X100 (Sigma) en PBS pH 7.4, la suspensión

se mantiene en hielo hasta su análisis (Gong y Col 1994). Las células se procesaron en

un citómetro de flujo FACSort (Becton Dickinson.). Los datos de 20,000 eventos

adquiridos fueron analizados con el programa ModFitLT el resultado se expresó en

porcentaje de la población celular en cada una de las fases del ciclo celular

7.8. Determinación de la fragmentación de ADN por TUNEL. Las células SW480, se

incubaron a una densidad de 1x106 células en cajas petri de 10 cm. de diámetro, dentro

de la cual se colocaron previamente en su superficie cubreobjetos redondos estériles, en

los cuales se desarrollaron los cultivos durante 24 h. Posteriormente. las células SW480

se trataron con el compuesto A a la concentración de 5 ¡.tM A 48 Y 72 h. Los controles

utilizados fueron: un control negativo en el cual se emplearon células sin tratamiento; un

control positivo de la técnica en el cual se utilizó DNAsa, un control positivo de células

tratadas con taxol a 50 nm. Al término del tratamiento con los compuestos, el medio de

cultivo se retiró y las células se lavaron cuidadosamente con PBS frío, el cual fue retirado.

Posteriormente, se fijaron durante una hora con una solución de paraformaldehido al 4%

en PBS a temperatura ambiente. Se retiró el paraformaldehido y se lavaron las células

con PBS frío, la caja de cultivo se selló con parafilm® y se conservó en refrigeración de 4

a 8 oC Hasta su procesamiento . Para la detección de la fragmentación del ADN se utilizó

un estuche comercial (Rache cat 1684795). Las células fijadas se lavaron con PBS a

temperatura ambiente, se permeabilizaron con una solución de Tritón X100 al 0.1 %

(Sigma) en citrato de sodio al 0.1 % (JT Baker) durante 2 min en hielo. Los cubre objetos

con las células fijadas se lavaron con PBS. En el caso de las células del control negativo

se trataron con la solución amortiguadora de reacción, para el control positivo de la

técnica, las células fueron tratadas con 1 mg/ml de Dnasa I (Invitrogene) durante 10 min a

temperatura ambiente y se lavó con PBS.

Las células tratadas con el compuesto A, así como las tratadas con taxol y las

digeridas con DNAsa I fueron tratadas con la mezcla de reacción de TUNEL.

Posteriormente, se incubaron durante una hora a 37 "C en cámara húmeda. Una vez

incubadas las células se lavaron en dos ocasiones con PBS y se montaron sobre un porta

objetos con medio de montaje para microscopía de fluorescencia (Dako). Las muestras se
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observaron en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse C600; técnica de Gorczyca

y col 1993, modificada).

7.9. Detección de la expresron de proteínas por inmunoelectro-transferencia

(western blot). Las células HeLa se cultivaron a una densidad de 1x1 06 células en cajas

de 10 cm de diámetro durante 24 h, el cultivo celular se expuso a concentraciones de 2.5,

5, 10 Y 15 flM del compuesto A a 24 h. Como control positivo se emplearon células

tratadas con 50 nM de taxol y como control negativo células sin tratamiento . Al término del

tratamiento con el compuesto A, se procedió a la cosecha de células comenzando con la

recolección del medio de cultivo en un tubo estéril de poliestireno de 15 mi en hielo, a la

placa de cultivo se le adicionó 2 mi de PBS frío, la monocapa de células se desprendió

con un gendarme y se recolectó en el mismo tubo. La suspensión celular se centrifugó a

176 x g durante 5 min y el sobrenadante se decantó cuidadosamente. Se resuspendió el

botón celular con 1 mi de PBS pH 7.4 frío y se traspasó a un tubo de eppendorf® de 1.5

mi, posteriormente, se centrifugó a 1500 rpm por 5 min (en una centrifuga eppendorf®

mod 1475) y se descarto el sobrenadante, al botón celular se le agregaron 150 ul de

solución amortiguadora de lisis tras lo cual se resuspendió con jeringa de insulina estéril,

se dejó reposar 30 min a 4 oC y posteriormente, se centrifugó a 10483 x g durante 30 min

a 4 oC en una centrifuga refrigerada (Beckman modo GS15R rotor modo F2402H). El

sobrenadante se recolectó y se le cuantificó el contenido de proteínas mediante la técnica

de Bradford. Posteriormente se llevó a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida al

12% en condiciones desnaturalizantes (SOS-PAGE), en la cual se colocaron 100 flg de

proteínas por carril. Las proteínas separadas en la electroforesis se transfirieron a una

membrana de nitrocelulosa (Hybond ' ECLTM) por electrotransferencia semiseca (Trans­

Blot® SO) a 20 volts durante 1 h. La superficie de la membrana fue bloqueada con una

solución de 5% de leche descremada en polvo y 0.5 % de albúmina en TBS, durante 2 h a

temperatura ambiente. La membrana se incuba con una solución de TBS que contiene el

primer anticuerpo contra la proteína de interés (P53, Bax, BcI-2, o Caspasa-3) durante 2 h

a temperatura ambiente o toda la noche a 4 oC, las membranas se lavaron con Tween 20

al 0.1 % en TBS durante 15 min, se incubaron con una solución de TBS conteniendo el 2°

anticuerpo conjugado a peroxidasa (lgG-HRP) dirigido hacia el anticuerpo primario.

Posteriormente la membranas se lavaron con tween al 0.1% en TBS por 5 min tres veces
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y las proteínas se detectaron por quimioluminiscencia usando el substrato comercial

ECL™ (Amersham Biosciences; Técnica de Towbin 1979, modificada).

7.10. Análisis morfológico por tinción con hematoxilina. Las células HeLa se

incubaron a una densidad de 1x1 06 células en cajas de 10 cm de diámetro en la que se

habían colocado previamente los cubreobjetos redondos estériles, desarrollando el cultivo

celular sobre estos cubreobjetos durante 24 h. Las células se trataron con el compuesto A

a 1O~M durante 12, 24 Y48 h, como control normal se emplearon células sin tratamiento,

las células se fijaron con paraformaldehido al 4% como lo indica la técnica del TUNEL.

Las células se lavaron dos veces con PBS durante 5 min y un vez con agua destilada.

Posteriormente, se tiñeron con hematoxilina durante 2.5 min y se lavaron con agua

destilada, seguido por un lavado con una solución saturada de carbonato de litio y

posteriormente se incubaron con agua destilada por 5 minoLas células se deshidrataron

con lavados con etanol al 50, 70, Y 96 % cada uno durante 2 min, los cubre objetos se

sumergieron en una mezcla 1:1 de etanol-xilol durante 1 min y dos veces en xilol 1 min

cada vez, previo a su montaje sobre un porta objetos utilizando resina c1arión® las

preparaciones se observaron en un microscopio óptico. (Nikon Eclipse C600).

7.11. Determinación de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa. Se

determinó la actividad enzimática de la LDH liberada en el medio de cultivo antes y

después de Iisar las células HeLa, SW480 y MCF-7 con y sin tratamiento con el

compuesto A. Las células se crecieron a una densidad de 4 x 104 en placas de cultivo de

24 pozos en 500 ~L de medio de cultivo DMEM al 10% de SFB durante 24 h, se trataron

con el compuesto A a la concentración de la ICso1durante 48 h al final de la incubación se

recolectaron 50 ~L del medio de cultivo y se conservó a -20°C hasta su uso, en esta

muestra de medio se determinará la actividad de LDH antes de Iisar a las células.

Posteriormente, las células se Iisan con la 9.3 ~L de DMEM con 10 % de Triton X-100

durante 5 min tomando 50 ~L del extracto celular colectando y guardando también a -20

oC hasta su uso. Se llevó a cabo la determinación colocando 833 ~L de una solución de

NADH 0.24 mM disuelto en Tris 62.43 mM y NaCI 203.6 mM y 16.7 ~L de la muestra,

colocaron en una celda de 1 mi, se mezcló y se leyó la densidad óptica a 340 nm cada 15

seg durante 2 min, en un espectrofotómetro Beckman DU-600. Posteriormente, se

adicionaron a la misma celda 150.3 ~I de una solución de piruvato de sodio 0.97 mM
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disuelto en Tris 62.43 mM y NaCI 203.6 mM y se leyó nuevamente la densidad óptica a

340 nm cada 15 seg, durante 2 mino La actividad de LDH liberada de células tratadas con

el compuesto A se expresó como el porcentaje de la actividad enzimática en el medio de

cultivo respecto al 100% de la actividad enzimática que representa la actividad de LDH

obtenida del correspondiente extracto celular obtenido por lisis (López y col 2002).

7.12. Análisis de la inhibición de proteínas de novo en la vacuolización. Las células

HeLa se incubaron a una densidad de 1x106 células en cajas de 10 cm de diámetro a la

que previamente se le había colocado en toda su superficie cubreobjetos redondos

estériles, desarrollando el cultivo celular sobre estos cubreobjetos durante 24 h.

Posteriormente, las células se trataron con cicloheximida a 50 ¡.¡.g/ml durante 3 horas,

después se adicionó el compuesto A a 10 ¡.¡.M incubando durante 24 h, al término del

tratamiento, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4 % como se indica en la

técnica del TUNEL y se tiñeron con hematoxilina. También de forma similar se trataron las

células HeLa con cicloheximida más el compuesto A y se evaluaron luego de 24 h de

tratamiento.

7.13. Tinción de vacuolas con rojo Neutro. Se crecieron células HeLa a una densidad

de 1X106 en cubreobjetos dispuestos en placas de cultivo de 5 cm de diámetro se

crecieron durante 24 h, se agregó el compuesto A a 10 ¡.¡.M durante 24 h, al término del

tratamiento el medio de cultivo se descartó y las células adheridas a los cubreobjetos se

lavaron con PBS pH 7.4. Enseguida se tiñeron 5 min con una solución al 1.0 % de rojo

neutro en solución salina isotónica, después de este tiempo se lavaron dos veces con

PBS pH 7.4 Y finalmente, se les agregó el medio de montaje (Dako) y se observaron en

un microscopio óptico (Nikon Eclipse C600; Mitra y col 2000).

7.14 Análisis estadístíco. Se utilizó la prueba de t de Student, para tres experimentos

independientes de: ensayos de MIT, tinción por azul tripano, citofluorometría de flujo y

actividad de LDH. Valores de p<.05(*) y p<.005(**) se consideraron significativos.
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8. Resultados.

8.1. Los nuevos derivados heterodiariliden-ciclohexanonas inhiben la proliferación

celular en líneas celulares.

los valores de ICso de los compuestos A y B se determinaron a partir de los

resultados en la evaluación de la inhibición en la proliferación celular, utilizando la. técnica

de MTT, en las líneas celulares: C-33, Hela, K-562 , MCF-7, SW480, Calo y SW620. los

resultados se muestran en las Figuras 7 y 8. las diferencias significativas entre los

compuestos con actividad inhibitoria se establecieron con la utilización de la prueba

estadística t de Student (Figura 9).

Inhibición de la proliferación en líneas celulares por heterodiariliden­

ciclohexanonas.
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Figura 7. Inhib ición de la prol iferación en las líneas celulares Hela y Calo, tratadas con
los derivados de heterodiariliden-ciclohexanonas A, B, C y O a concentraciones de 2.5, 5,
10, 20 Y 40 ~M durante 48 h. los ensayos se efectuaron por octuplicado y son el
promedio de tres experimentos independientes ± OS.
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Inhibición de la proliferación en líneas celulares por heterodiariliden­

ciclohexanonas
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Figura 8. Inhibición de la proliferación en las líneas celulares C-33, SW480,' MCF-7
SW620 y K562 tratadas con los derivados de heterodiariliden-ciclohexanonas A, B, C y O
a concentraciones de 2.5, 5, 10, 20 Y40 ¡.tM durante 48 h. Los ensayos se efectuaron por
octuplicado y son el promedio de tres experimentos independientes ± OS.
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los resultados obtenidos muestran en la figura 7 y 8 que los compuestos A y B son

los que presentaron mayor actividad inhibitoria, el compuesto C presentó menor actividad,

por lo que no se calculo la ICso. El compuesto O fue inactivo . Con los resultados obtenidos

se calcularon los valores de ICso de los compuestos A y B (Figura 9). Para el compuesto

de A fueron de 22.2±10, 13.1±O.5, 10.4±O.8, 9.3±8.9, 4.4±1.77, 13.15±2.7 y 8.5±2.6 11M,

en las líneas C-33, Hela, K-562, MCF-7, SW480, Calo y SW620 respectivamente.

Mientras que para el compuesto B en las mismas líneas fueron de 21.6±9.3, 19.6±11.4,

37.6±9.1, 8.4±4.6, 28.2±5.4, 43.7±5.1 y 13.95±2.6 11M, respectivamente. Estos datos

muestran actividad similar de los compuestos A y B en las líneas C-33, Hela, MCF-7 y

SW620, mientras que en las líneas K-562, SW480 y Calo el compuesto A resultó más

activo (Figura 9).

Concentración a la cual los compuestos A y B inhiben el SO % de la proliferación de

las líneas celulares
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Figura 9. ICso de los compuestos A (barras negras) y B (barras blancas) en las líneas
celulares utilizadas. la obtención de la ICso se obtuvo por regresión no lineal utilizando el
programa Origin 6, a partir de los porcentajes de inhibición en función de la concentración
(Figuras 8 y 9). los resultados muestran los promedios de tres experimentos
independientes ± OS (*p<O.05).
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8.2. La Inhibición de la proliferación celular por el compuesto A y B se incrementa

en función del tiempo.

Con el propósito de demostrar a que tiempo se inicia la inhibición de la proliferación

celular inducida por los compuestos A y B en las células HeLa, MCF-? SW480 y K-S62

utilizando la concentración de ICso, se realizó un experimento de viabilidad por medio de

la tinción con cristal violeta (que determina la viabilidad tiñendo a las células que

permanecen adheridas después del tratamiento) en función del tiempo. Los resultados

obtenidos demuestran que la inhibición en la proliferación de las líneas celulares tratadas

con los compuestos A y B se inicia desde las primeras horas de tratamiento y alcanza un

valor aproximado al SO% de inhibición a 48 h (Figura 10), este valor confirma los

resultados obtenidos por medio del análisis con el MTT.
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Figura 10. Porcentaje de inhibición de la proliferación obtenida por tinción con cristal
violeta en las líneas celulares HeLa, MCF-?, SW480 y K-S62 tratadas con los compuestos
A y B a las concentraciones de ICso obtenida por MTI a diferentes tiempos. Los
resultados son el promedio de tres experimentos independientes ± OS.
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8.3. la viabilidad celular de Hela y SW480 tratadas con el compuesto A, al inicio y

al término del tratamiento no son significativamente diferentes.

Con el objeto de saber si la inhibición de la prcliferación de las células HeLa y

SW480 tratadas con el compuesto A a 10 Y 5 ¡.J.M, es por citotoxicidad o por citostasis, se

llevaron a cabo experimentos por exclusión con azul tripano (número de células vivas

considerando la integridad de la membrana) y con MTI, los resultados obtenidos a O h

fueron comparados con los de 24 y 48 h.

Las células HeLa tratadas con el compuesto A (Figura 11 A), como se puede

observar muestran un ligero aumento no significativo en el número de células a 48 h con

respecto al número inicial de células a tiempo cero, estos resultados comparados con los

obtenidos con el MTT los cuales muestran un patrón similar, pueden ser explicados como

una posible citostasis (Figura 11 B).
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Figura 11. Gráfica A) Viabilidad por azul tripano en células HeLa tratadas con el
compuesto A a 10 ¡.J.M (barras negras) y células control sin tratamiento (barras blancas) a
O, 24 Y48 h. Grafica B) viabilidad por MTI en células HeLa tratadas con el compuesto A a
10 ¡.J.M (barras negras) y células control sin tratamiento (barras blancas) a O, 24 Y 48 h.
Los resultados muestran los promedios de tres experimentos independientes ± OS.

En el caso de SW480 (Figuras 12 A Y 12 B), se puede observar que no hay

diferencias significativas ni en el experimento con azul de tripano ni con el de MTI: a Oy a

48 horas, estos resultados son similares a los obtenidos con células HeLa. Los resultados

anteriores obtenidos en las células HeLa y SW480 tratadas con el compuesto A, en el

experimento con azul tripano y con MTI, a O y 48 horas sugieren un posible efecto

citostático.
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Figura 12. Gráfica A) Viabilidad por azul tripano en células SW480 tratadas con el
compuesto A a 5 IlM (barras negras) y células control sin tratamiento (barras blancas) a O,
24 Y 48 h. Grafica B) viabilidad por MTT en células SW480 tratadas con el compuesto A a
5 IlM (barras negras) y células control sin tratamiento (barras blancas) a O, 24 Y 48 h. Los
resultados muestran los promedios de tres experimentos independientes ± OS.

8.4. La inhibición de la proliferación celular en células HeLa y SW480 tratadas con el

compuesto A es por un proceso citotóxico.

Con el objeto de confirmar o descartar la citostasis se planteó el análisis de las

alteraciones en las fases del ciclo celular por efecto del compuesto A, por citofluorometría

de flujo. Las células HeLa fueron tratadas con el compuesto A 10 IlM a diferentes tiempos

(12, 24, 48 Y 72 h), en estos experimentos se utilizó como control positivo de taxol a 50

nM. Los resultados muestran que la fase G1 presenta un aumento a 24 y 72 h, lo que

refleja una discreta detención de las células en G1 en cambio en la fase S se observa una

ligera disminución a 24 y 72 h del tratamiento y en la fase G2/M no se observaron

cambios en el número de células, estos resultados se pueden interpretar como un efecto

citostático transitorio en la fase G1. La ausencia de una población subG1 sugerente de

apoptosis, demuestran carencia de apoptosis en las células tratadas con el compuesto A.

Contrario a lo que se observa en el control positivo de taxol, donde se presenta detención

de las células en la fase G2/M así como la presencia de la fase subG1. Los resultados se

muestran en las Figuras 13 y 15.

En el caso de SW480 tratadas con el compuesto A a 5 IlM, a diferentes tiempos, el

análisis de los histogramas obtenidos demostró que no hubo diferencias en las diferentes

fases del ciclo celular en comparación con el control de células sin tratamiento, mientras
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que en el caso del control positivo con taxol el patrón fue similar al que presentó en el

experimento con células HeLa (Figuras 14 y 15).

Los resultados en las células HeLa y SW480 tratadas con el compuesto A,

obtenidos por citometría de flujo, no muestran alteración de las fases del ciclo celular. Por

lo que la inhibición de la proliferación celular finalmente es por un proceso citotóxico y no

citostático.

El compuesto A no altera el ciclo celular de células HeLa.

A) Control B) A 10 ¡.LM C) laxol 50 nM

12 h

24 h

48 h

72h

No. Eventos

Contenido de ADN

Figura 13.-Contenido de ADN A) Control de células HeLa sin tratar. B) Células HeLa
tratadas con el compuesto A a 10¡.tM. C) taxol a 50 nM. El contenido de ADN fue evaluado
a 12, 24, 48 Y 72 h. Los histogramas representan el resultado de uno de tres
experimentos independientes.
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El compuesto A no altera el ciclo celular de células SW480.

A) Control B)A5~ C) Taxol 50 nM

12 h

24 h

48 h

,
~
i

,.,

,
,..

i

72h

No. Eventos
,.:- '

Contenido de ADN en células SW480

Figura 14.- Contenido del ADN A) Control de células SW480 sin tratar . B) Células SW480
tratadas con el compuesto A a 5 ~M . C) taxol a 50 nM. El contenido de ADN fue evaluado
a 12, 24, 48 Y 72 h. Los histogramas corresponden a uno de tres experimentos
Independientes.
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Integración de las fases del ciclo celular obtenido por citofluorometría de flujo, de

células Hela y SW480 tratadas con el compuesto A.
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Figura 15. Distribución del % de las poblaciones en las fases del ciclo celular. A) Células
HeLa, 8) Células SW480, ambas células tratadas con el compuesto A a 10 Y 5 ~M

respectivamente a 12, 24, 48 Y 72 h. Los resultados muestran los promedios de tres
experimentos independientes ± OS. (*Significativamente diferente comparando entre el
compuesto A y el control sin tratamiento para cada uno de los tiempos analizados y cada
una de las fases (p<O.05; t de Student).
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8.5. Las células SW480 tratadas con el compuesto A no presentan fragmentación de

ADN.

Para determinar fragmentación del ADN sugerente de apoptosis, producida por el

compuesto A en células SW480, se llevó a cabo el análisis por TUNEL (Figuras 16).

Como se puede ver en estos resultados no se demostró ADN fragmentado, contrario a lo

observado en el control positivo de taxol en células SW480, el cual si induce

fragmentación del ADN, en forma de cromatina condensada y cuerpos apoptóticos,

observada por microscopia de fluorescencia como se demuestra en la Figura 16. Los

resultados de los experimentos llevados a cabo indican que el compuesto A no induce

fragmentación del ADN en células SW480.

El compuesto A no induce fragmentación de ADN en células SW480.

Control (+) DNAsa Control (-) S/T a 48 h S/T a 72 h

Taxol48 h Taxol72 h Comp. A48 h Comp. A 72 h

Figura 16. Análisis de TUNEL en células SW480. A) Control positivo de células tratadas
con 1 Ilg/ml de DNAsa, B) Control negativo, C) Control de células sin tratamiento a 48 h,
O) Control de células sin tratamiento a 72 h, E) Células tratadas con taxol 50 nM a 48 h,
F) Células tratadas con taxol 50 nM a 72 h, G) Células tratadas con el compuesto A a 5
11M a 48 h, H) Células tratadas con el compuesto A a 5 11M a 72 h.
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8.6. El compuesto A no altero la expresión de proteínas pro- y anti-apoptoticas en

células HeLa.

Con el objeto de confirmar la ausencia de apoptosis se llevó a cabo el análisis de la

expresión de proteínas pro y antiapoptóticas: p53, BcI-2, Bax y caspasa 3. Las células

HeLa fueron tratadas con el compuesto A a 2, 5, 10 Y 15 J-lM Y como control positivo se

uso el taxol a 50 nM a 24 h. Como se observa en las Figuras 17 y 18, ninguna de estas

proteínas participa en el proceso de la inhibición de la proliferación de células HeLa

tratadas con el compuesto A, lo cual demuestra que no se lleva a cabo por apoptosis. Lo

anterior contrasta con los resultados obtenidos con el taxol en donde en la expresión de

BcI-2 se observa una segunda banda superior que índica BcI-2 fosforilada (Figura 17). En

el caso de P53, caspasa 3 y Bax no se observa ningún cambio (Figuras 17 y18).

El compuesto A no alteró la expresión de P53 y Bcl-2 en células HeLa.
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Actina

Actina

BcI-2

53 kD

41 kD

- 41kD

- 28kD

Figura 17. "Western blof' de las Proteínas P53, BcI-2, Y actina, en células HeLa, se
utilizaron los anticuerpos 00-1, C-2, y sc-8432 (Santa cruz) respectivamente Carriles: 1)
células control tratadas con OMSO; 2) control negativo sin tratamiento; 3) control positivo
taxol 50 nM; 4-7) células tratadas con el compuesto A a 2, 5, 10 Y 15 J-lM,
respectivamente.
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El compuesto A no alteró la expresión de Bax y de Caspasa 3 en células Hela.

:E Compuesto A (IJM)e o e.- ....
I/l e o

O
_Gl Il)
o .-

'O(/J ~ E Il) o Il)

:E c,l!! >< N Il) - -Clle o Cll 1-U.b

2 3 4 5 6 7

Actina - - 41 kD

Bax

Actina ­

Caspasa3-
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Figura 18. "Western blot" de las proteínas Bax y caspasa-3 y actina en células HeLa. Se
utilizaron los anticuerpos B-9, E-8 Y sc-8432 (Santa cruz) respectivamente. Carriles: 1)
células control tratadas con DMSO; 2) control negativo sin tratamiento; 3) control positivo
taxol 50 nM; 4-7) células tratadas con el compuesto A a 2, 5, 10 Y 15 JlM,
respectivamente.

8.7. El compuesto A induce la liberación del contenido citoplásmico en células Hela

SW480 y MCF-7.

Basándose en el conjunto de los resultados anteriores, se planteó investigar si el

tipo de muerte celular es de tipo necrótica, por lo que se procedió a analizar la presencia

. de un marcador de este tipo de muerte celular, como es la liberación de la LDH del

contenido citoplasmático. Se cuantificó la actividad de la enzima LDH en células HeLa,

SW480 y MCF7 tratadas con el compuesto A, a 10, 5 Y 10 JlM, respectivamente, a 48 y 72

h. El resultado se muestra en la Figura 19, en donde se observa que la liberación de LDH

es significativamente mayor que el control de células sin tratar. Los resultados

demuestran que el compuesto A induce la inhibición de la proliferación de las células

tumorales mediante muerte celular de tipo necrótica.
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El compuesto A induce la liberación de LDH en líneas celulares.
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Figura 19. Liberación de LOH en células A) HeLa, B) SW480 y C) MCF7, tratadas con el
compuesto A, a 10, S Y 10 11M respectivamente a 48 y 72 h. Los resultados son el
promedio de 3 experimentos independientes ± OS. (*p<O.OS y **p<O.OOS; t de Student).
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8.8. la citotoxicidad del compuesto A está asociada con formación de vacuolas.

Con la finalidad de analizar la morfología celular de células HeLa tratadas con el

compuesto A a diferentes tiempos , se llevo a cabo una tinción con hematoxilina . El

resultado muestra aumento del volumen celular y una marcada inducción de vacuol ización

en las células (Figura 20). Además la tinción con rojo neutro indicó que estas vacuolas

son de tipo acídico (Figura 21), lo que sugiere que pueden ser de origen lisosomal

provenientes de un proceso autofágico (Mitra R y col. 2000). Sin embargo , se ha

reportado que la formación de de vacuolas de tipo autofágicas requieren de síntesis de

proteínas de novo (Lawrence y col 1993, Marzella y col 1980 y Oliva y col 1992). Los

experimentos realizados con el compuesto A en células HeLa en presencia de

cicloheximida demostraron que la síntesis de proteínas de novo no se requiere para la

formación de vacuolas , por lo que se sugiere que las vacuolas no son de tipo autofágico

(Figura 22). Basándose en estos resultados se concluye que la muerte celular producida

por el compuesto A en Células Hela y SW480 es de tipo necrótica.

Control células Hela sin tratamiento

12 h 24 h 48 h

Células Hela tratadas con el compuesto A

12 h 24 h 48 h

Figura 20. Tinción con hematoxilina de células HeLa sin tratamiento y tratadas con el
compuesto A a 1O~M a 12, 24 Y48 h de tratamiento, ampliación 20X.
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Las vacuolas inducidas por el compuesto A tienen un contenido acídico.

A) Control sin tratamiento B) Compuesto A

Figura 21. Células HeLa teñidas con el colorante rojo neutro A) células sin tratamiento y
B) células tratadas con el compuesto A a una concentración de 10 11M durante 24 h,
ampliación 40X.

La síntesis de proteínas de novo no es requerida para la inducción de vacuolas,

inducidas por el compuesto A en células HeLa

A) Control B) Compuesto A

C) Cicloheximida D) Compuesto A y Cicloheximida

Figura 22. Células HeLa A) Control sin tratamiento 24 h, B) Tratadas con el compuesto A
a 10 11M por 24 h, C) Tratadas con cicloheximida a 50 Ilg/ml 24 h O) Tratadas con
cicloheximida a 50 Ilg/ml y con el compuesto A a 10 11M simultáneamente por 24 h
(Resultados similares se observaron con el pre-tratamiento con cicloheximida). Tinción
con hematoxilina, ampliación 40X.
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9. Discusión.

Una de las actividades biológicas reportadas para algunas chalconas tanto de

origen vegetal así como de derivados sintéticos, es ia presencia de citotoxicidad en

diferentes líneas celulares humanas (Ducki y col 1997; De Vincenso y col 2000).

La citotoxicidad para moléculas estructuralmente relacionadas a las chalconas de

tipo heterodiariliden-ciclohexanonas ha sido reportada. Dimmock y col (1992) sintetizó la

(E)-3,5-bis(benciliden)-4-piperidona y obtuvo una ICso de 10 IlM en líneas celulares de

leucemia. EI-Subbagh y col (2000) sintetizaron chalconas similares a las anteriores donde

se les sustituyeron grupos heteroarilos en lugar del grupo benciliden, obteniendo valores

de ICso desde 10 hasta 35 IlM en diferentes líneas celulares.

Los nuevos compuestos: A, B Y C son derivados de la reacción entre el 6-amino­

1,3-dimetiluracilo y las chalconas de tipo heterodiariliden-ciclohexanonas (Figura 5; Díaz y

col 2003 y Martínez-Zúñiga 2001). La propuesta de adicionar dimetil-uracilo a chalconas

se baso en estudios previos de Díaz y col (1998) y de Quintero y col (1999), en los que se

reportó que en compuestos de tipo lactona sesquiterpénica modificados con 1,3-dimetil­

uracilo presentaba propiedades citotóxicas.

Los nuevos derivados de heterodiariliden-ciclohexanonas A y B presentaron

actividad de inhibición de la proliferación en las líneas celulares C-33, HeLa, K-562, MCF­

7, SW480, Calo y SW620. El compuesto A presentó ICso en un rango de 4.4 a 22.2 IlM, la

línea celular más sensible fue SW480. Mientras que para el compuesto B se obtuvieron

ICso en un rango de 8.4 a 37.6 IlM, la línea celular más sensible fue MCF-7. La

citotoxicidad de estos compuestos resulta relevante para estudios posteriores en la

regresión de tumores implantados en ratones desnudos.

La diferencia de actividad de inhibición de la proliferación entre los compuestos A y

B no se presento en todas las células, solo en K-562, SW480 y Calo. Si se analiza las

diferencias estructurales entre los compuestos A y B se observa que A contiene un

ciclohexano en su estructura y B contiene un grupo pirano en la misma posición (Figura 6

y 23).
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Por otro lado el compuesto C mostró una actividad citotóxica menor a la de A y B.

La ICso del compuesto C no se determinó en el rango de concentraciones utilizadas de

2.5 a 40 11M, debido a que no se alcanzó 50% de inhibición en ese rango. La diferencia

estructural del compuesto C en relación a A y B es que contiene en su molécula un grupo

tienil como heteroarilo en lugar de los metil-pirrol contenidos en las estructuras A y B. La

presencia del grupo tienil no contribuye a la actividad citotóxica, sugiriendo una posible

relación estructura actividad en este tipo de compuestos (Figura 23).

En estudios previos, se reportó la síntesis y la citotoxicidad de heterodiariliden­

ciclohexanonas y sus derivados pirimídicos (Martínez-Urbina 2005), los cuales son

similares a los compuestos A, B Y C. En este reporte se tiene que la heterodiariliden­

ciclohexanona con mayor citotoxicidad es la que tiene grupos imidazol. Mientras que para

sus derivados pirimídicos el más citotóxico es el que contiene a los grupos metil-tiazolo.

Estos resultados apoyan la propuesta de que los compuestos heterodiariliden­

ciclohexanona y heterodiariliden-piranona manifiestan una relación estructura actividad,

siendo los grupos, metil-pirrollos sustituyentes que le confieren un efecto más citotóxico.
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Figura 23. A) Valores de ICso en células HeLa tratadas con heterodiariliden-ciclohexanona
y con sus correspondientes derivados pirimídicos (Martínez-Urbina 2005). B) Valores de
ICso en células HeLa tratadas con los compuestos A, B YC obtenidos en este trabajo.
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Los resultados de la tinción por azul tripano en las células HeLa tratadas con el

compuesto A, mostraron que el número de células vivas a 24 y a 48 h no cambió

significativamente con respecto a Oh, no obstante a 48 h se observa un ligero aumento en

el número de células. Los resultados con MTT mostraron un patrón similar a los obtenidos

con el azul tripano. Los resultados obtenidos para células HeLa y de SW480 fueron

similares. En base a lo anterior se sugiere que el efecto del compuesto A en la inhibición

de la proliferación de células HeLa y SW480 es por citostasis. Sin embargo , la citostasis

aún no es concluyente , ya que se requiere comprobar en que fase del ciclo celular ocurre

un arresto en la proliferación .

Los resultados obtenidos del análisis por citofluorometría de flujo de células HeLa

tratadas con el compuesto A mostraron un ligero aumento significativo, tanto en la fase

G1 a 24 como a 72 h con respecto a células no tratadas (Figura 13 y 15A), lo que

reflejaría un efecto citostático. Sin embargo, esto no parece ser el caso ya que en primer

lugar a 48 h no existe un arresto y en segundo lugar el porcentaje de células que se

observa aumentado en la fase G1 a 48 h de acuerdo a la figura 15A, es aproximadamente

del 10%, porcentaje que debería ser del 50% ya que en el experimento para el análisis

por citofluorometría de flujo las células se trataron con la leso del compuesto A.

En base a los resultados anteriores en células HaLa se sugirió que la inhibición en

la proliferación celular no se trata de citostasis y se planteó que el efecto que se muestra

en realidad es un proceso citotóxico. Por lo tanto, se tuvo que demostrar el tipo de muerte

celular que el compuesto A está induciendo.

Los resultados de citofluorometría obtenidos para células SW480 fueron similares a

los obtenidos para células HeLa, no obstante en el caso de SW480 si se muestra

claramente que no se presentan cambios en las fases del ciclo celular (Figura 14 y 158) ,

apoyando la ausencia de un efecto citostático. Por otro lado, se observó que el análisis

por citofluorometría de flujo no mostró un pico sub-G1 sugerente de apoptosis, en ninguna

de las dos líneas celulares analizadas.

Los resultados del análisis de TUNEL demuestran que el compuesto A induce la

inhibición de la proliferación celular en ausencia de fragmentación de ADN (Figura 19).
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Las proteínas pro- y anti-apoptoticas: P53, Bcl-2, Bax y Caspasa 3 analizadas por

western blot, en células Hela tratadas con el compuesto A no presentaron ningún cambio

en su expresión, por lo que se concluye que estas proteínas no participan en la inhibición

de la proliferación celular y por lo tanto, la citotoxicidad no es por un proceso apoptótico.

Lo anterior plantea la posibilidad de que la inhibición en la proliferación sea a través de la

inducción de muerte por necrosis.

En todas las líneas celulares tratadas con los compuestos A y B se observó una

marcada vacuolización que se presentó desde las primeras horas de tratamiento. Esta

vacuolización no ha sido reportada en otros casos de células tratadas con compuestos

relacionados estructuralmente a las heterodiariliden-ciclohexanas. Sin embargo, para

compuestos como la procainamida se ha reportado que inducen vacuolización en líneas

celulares de pulmón (Morissette y col 2004), ó el compuesto kahalalide F en líneas PC3 y

MCF-7, en el cual su citotoxicidad se asocio con la presencia de una intensa

vacuolización de las células, en ausencia de apoptosis (Suárez y col 2003). Los estudios

de este compuesto se encuentran en fase clínica I en pacientes con cáncer de próstata

(Ciruelos y col 2002).

En relación al mecanismo de la vacuolización se conoce que la procainamida

contiene una amina terciaria la cual se requiere para la inducción de la vacuolización,

además ésta amina terciaria es la responsable de la internalización de la molécula a la

célula (Morissette col 2004). En el caso de las heretodieriliden-ciclohexanonas A y B éstas

contienen una amina terciaria en el grupo heteroarilo metil-pirrol, que pudiera conferir un

efecto parecido al de compuestos de tipo procainamida.

El conjunto de los resultados expuestos anteriormente demuestran que la

citotoxicidad del compuesto A se lleva a cabo por necrosis, esto último fue demostrado

por la determinación de la actividad de LDH liberada hacia el medio de cultivo, en células

Hela, SW480 y MCF7 tratadas con el compuesto A, además de que fue demostrada

ampliamente la ausencia de apoptosis.
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10. Conclusiones.

1) Los nuevos compuestos derivados de heterodiariliden-ciclohexanonas A y B

inducen inhibición de la proliferación celular en líneas celulares humanas por una

actividad citotóxica.

2) La presencia de los sustituyentes metil-pirrol en los derivados heterodiariliden­

ciclohexanonas A y B está asociada a una mayor citotoxicidad a diferencia del

grupo tienil del compuesto C, en el cual disminuyo su actividad citotóxica.

3) El tipo de muerte celular de las células Helar MCF-? y SW480 tratadas con el

compuesto A se llevó a cabo por muerte necrótica.
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