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1.0 RESUMEN 
ACTIVIDAD BIOLÓGICA Y FRAGMENTACIÓN DE ADN POR NUEVOS DERIVADOS 
DE TIAZOLO[5,4-b]QUINOLINA EN LÍNEAS CELULARES HUMANAS. 

 

 El cáncer es uno de los padecimientos más frecuentes a nivel mundial que sigue 

requiriendo de investigación encaminada a la obtención de nuevos fármacos para su 

tratamiento, debido principalmente a la resistencia de células cancerosas hacia los 

actuales fármacos y a sus efectos adversos durante el tratamiento. 

 De los diferentes tipos de agentes antitumorales usados en la clínica, existen los 

que actúan como intercaladores de ADN. Se sabe que estos pueden inhibir la actividad 

de la ADN-topoisomerasa II induciendo fragmentación de ADN y llevar a la  muerte 

celular las células tumorales. Entre los intercaladores de particular interés clínico en el 

tratamiento de leucemias se encuentran la amsacrina (m-AMSA), y la 4-metil-5-

metilcarboxiamida. 

 En el presente trabajo, se reportan los resultados de la actividad citotóxica en 

líneas celulares humanas de cuatro nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas(57), 

considerados bioisósteros de m-AMSA y de acridina, con el objeto de aportar 

conocimiento acerca de su actividad biológica, específicamente en su capacidad  de 

inhibición proliferativa en función de su estructura. 

 Se observó que el compuesto III, clorado en C-3 del residuo de anilina que está 

en el carbono del núcleo de tiazolo[5,4-b]quinolina, presentó la mayor actividad 

citotóxica (IC50 = 10 μM) en K-562, seguido del compuesto II y IV, mientras que el 

compuesto I, si bien presentó actividad, fue el menos activo de los cuatro. 

 El compuesto III indujo fragmentación de ADN, que se demostró mediante la 

detección de extremos 3´-OH libres, lo anterior aunado a una observación morfológica 

de daño celular como lo es la condensación de cromatina y encogimiento celular, 

sugieren que éste tipo de compuestos induce inhibición de la proliferación mediante la 

activación de muerte celular apoptótica. 
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2.0 JUSTIFICACIÓN 
 

 Dentro de los principales tratamientos actuales contra el cáncer se encuentran 

las terapias dirigidas con fármacos o combinaciones de fármacos que inducen a las 

células tumorales a una muerte por apoptosis; sin embargo un problema es la falta de 

distinguir con precisión las células cancerosas de las células normales (sanas) y de 

este modo afectar menos a las células normales, reducir los efectos secundarios 

adversos como ocurre con la gran mayoría de los compuestos actuales y en 

consecuencia mejorar la calidad de vida del paciente (81). 

 Dado el número de muertes que ocasiona el cáncer a escala mundial y el 

problema psicosocial y económico que conlleva, la búsqueda de mejores antitumorales 

se torna relevante, si bien, el cáncer puede ser curable y en algunos casos prevenible, 

en otros casos se presenta resistencia a la quimioterapia y sus efectos adversos son 

considerables (81). Por otro lado, existen reportes de series de síntesis de compuestos 

planares de tres o más anillos aromáticos con propiedades citotóxicas en líneas 

celulares tumorales, como por ejemplo de leucemias como es el caso de algunos 

derivados de acridina con capacidad de intercalarse en el ADN y con capacidad de 

reducir tumores sólidos de ratón y de inhibir la enzima ADN topoisomerasa II (4). 
 En trabajos recientes se ha reportado el diseño de nuevos derivados tiazolo[5,4-

b]quinolina, los cuales son considerados isósteros de acridina (68). Existen tres nuevas 

generaciones de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina diseñados por Lira Rocha y 

colaboradores (40, 57, 68, 69), donde en la primera se comprobó la intercalación al ADN y la 

actividad biológica, siendo el sustituyente notorio la alquilamina en la posición 2 en el 

anillo C (68). La segunda generación exploró los diversos sustituyentes del grupo anilino, 

observándose que aportan incremento o disminución de la actividad citotóxica. En el 

presente trabajo se evaluó la actividad de cuatro nuevos derivados de la serie de 

tiazoloquinolinas con la característica estructural del grupo dietilpropilamina y 

sustituyentes en el grupo anilina en líneas celulares humanas con el propósito de 

incrementar su actividad citotóxica (IC50) y adicionalmente evaluar la capacidad de 

fragmentar el ADN como un rasgo de inducción de muerte celular programada (MCP) 

tipo I o apoptosis. 
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3.0 ANTECEDENTES 

3.1 CÁNCER 
A lo largo de la evolución, la humanidad ha padecido diversas transformaciones 

que le han permitido adaptarse a su ambiente. 

El desarrollo y evolución del hombre han girado en torno a preservar su equilibrio 

homeostásico, lo que le ha llevado a intentar comprender los mecanismos que regulan 

lo que llamamos salud, desde niveles celulares hasta los órganos y tejidos que lo 

conforman; en esta búsqueda ha innovado y utilizado lo que la naturaleza le 

proporciona.  

La enfermedad llamada cáncer es uno de los principales problemas de salud en 

todo el mundo, especialmente en países desarrollados donde oscila entre la segunda y 

tercera causa de muerte más frecuente. 

En 2008, el 8.7% de los egresos hospitalarios por tumores malignos a nivel nacional 

fueron por leucemia. (87) 

En los hombres, el cáncer más frecuente es la leucemia (15.1%), mientras que en las 

mujeres es el de mama (8.4 %).  

Para el 2008, la incidencia de cáncer de mama fue de 14.63 por cada 100 mil mujeres 

de 15 años y más.  

La población masculina de 60 años y más presenta una tasa de mortalidad observada 

por cáncer de próstata de 121.69 por cada 100 mil hombres.  

Entre las mujeres de 60 años y más, el cáncer en el cuello del útero tiene una tasa de 

mortalidad observada de 41.88 por cada 100 mil mujeres.  

 El último dato estadístico del INEGI (2008), refiere que dentro de las  principales 

causas de muerte entre la población masculina mexicana están el cáncer de leucemia, 

próstata, tráquea, bronquios y pulmón (tasa observada de 60.33 por cada 100 mil 

habitantes), mientras que en la población femenina la mayor incidencia de muerte es el 

cáncer de mama, leucemia y cérvico uterino. (87). (Figura 1) 
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Figura 1 Distribución porcentual de las defunciones por tumores malignos según sexo en 
México, de acuerdo a estadísticas vitales 2002.INEGI(87). 

 

Durante los últimos treinta años ha llegado a consolidarse la hipótesis de que el 

cáncer es una enfermedad genética, que resulta cuando mutaciones múltiples son 

acumuladas en el ADN de una célula, causando la pérdida del control de la 

proliferación celular. (81) 

El cuerpo humano esta constituido por miles de millones de células, y éstas a su 

vez están diferenciadas en muchos tipos celulares diferentes, que integran distintos 
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órganos y funciones, algunas otras como las de piel y células progenitoras se dividen 

con mucha mayor frecuencia para reemplazar billones de células que mueren cada día, 

luego entonces se pone de manifiesto que un cuidadoso programa controlado debe 

regular la proliferación celular. Algunas evidencias muestran que el surgimiento de un 

tumor se da cuando una sola célula pierde el sentido de dicho control. (81) 

A pesar de los avances, no se ha logrado llegar a un consenso general acerca 

de la definición del cáncer que pueda dejar claro los procesos de la enfermedad. Una 

definición general es la planteada por el patólogo J. Ewing: “Un neoplasma es un 

desarrollo de tejido hereditariamente alterado y, relativamente autónomo” (37). 

La definición de J. Ewing implica algunos conceptos que deben ser ampliados (19): 

  Los cambios exhibidos por una célula neoplásica son hereditarios 

  La autonomía indica que el cáncer no está completamente sujeto a la regulación 

de las células normales y en especial a las funciones del organismo 

  El término “relativo” indica que los tumores no son totalmente autónomos, están 

sujetos al tejido en el cual se originan. 
 El entendimiento en las alteraciones moleculares básicas del cáncer es la meta 

principal en todos los estudios, así como la obtención de agentes terapéuticos efectivos 

y selectivos. La quimioterapia actual tiene como reto el uso de fármacos para tratar la 

enfermedad sin dañar al paciente. A pesar de que las células neoplásicas difieren de 

las normales en cuanto a requerimientos nutritivos, desafortunadamente  no difieren lo 

suficiente en el aspecto biológico y químico. 

 Se conocen unos 100 tipos de cáncer en el humano, y a pesar de avances en 

métodos para su detección, tratamientos, y epidemiología, es en las últimas décadas 

cuando se empiezan a comprender las bases bioquímicas de este conjunto de 

enfermedades. 
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3.2 GENERALIDADES DEL CANCER 
 

Las distintas formas de cáncer son clasificadas en uno de tres grupos; 

1. Carcinomas: que son los desarrollados a partir de estirpes celulares de tejido 

laminar o epitelial (piel y sistema digestivo). 

2. Sarcomas: que incluyen tumores de tejidos de soporte (médula, músculo y 

fibroblastos). 

3. Leucemias y linfomas: incluyen cáncer de células que conforman la circulación 

sistémica (sangre y sistema inmune). 

 

Otros autores consideran la siguiente clasificación de los tumores: 

1. Los tumores benignos, como las verrugas y los lunares, se desarrollan por 

simple expansión y a menudo permanecen encapsulados por una capa de tejido 

conjuntivo, pocas veces representan una amenaza para la vida 

2. Los tumores malignos o cáncer, se desarrollan de modo invasor, produciendo 

células que colonizan nuevas zonas del organismo, mediante un proceso 

denominado metástasis. 

 

 Pocos tipos de cáncer se asocian con la infancia, sin embargo existe una 

tendencia a contraer este padecimiento a medida que la edad avanza. Muchos son los 

factores que propician este hecho, siendo los ambientales los de principal importancia y 

a su vez que tenga como consecuencia el sitio o tipo de cáncer que se desarrolle (81). 

Las células tumorales adquieren un daño genético que las tipifica y regula directamente 

en su ciclo celular (71). 

 De las alteraciones que se producen en el ácido desoxirribonucleico (ADN), no 

todas son necesariamente dañinas, pues muchas ocasionan una mejor adaptación en 

los procesos evolutivos. El peligro se presenta en aquellas mutaciones cuyos efectos 

provocan reacciones adversas para el organismo, entre ellas el cáncer. Es importante 

tener en cuenta que un agente potencialmente citotóxico que ha logrado atravesar las 
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distintas barreras fisiológicas y llegar al interior del núcleo celular cercano al ADN y 

pueda afectar el material genético no es un evento que sea fácil de llevar acabo y de 

forma simple, ya que la célula por sí misma cuenta con mecanismos de auto reparación 

mediado por una serie de eventos bioquímicos complejos. (Figura 2) (27) 

 La conversión de una célula normal a cancerosa, viene acompañada de cambios 

complejos, estructurales, bioquímicos y genéticos, es decir; la transformación es 

multifactorial y puede resumirse a grandes rasgos en un proceso de iniciación seguido 

de uno de promoción y después por un proceso de progresión. 

La exposición a un carcinógeno, puede preparar a las células para la 

transformación en célula tumoral; sin embargo, el tumor puede no formarse sino hasta 

décadas después. Considerando que los carcinógenos pueden ser sustancias 

naturales o artificiales presentes en el ambiente, radiación electromagnética o 

partículas de energía suficiente para romper los enlaces químicos, e incluso algunos 

virus portadores de oncogenes, se puede presentar en términos generales dos etapas 

a nivel fisiológico por las cuales podrían llegar a interactuar o no con el ADN: la etapa 

toxocinética (lo que el organismo le hace al agente carcinogéno) y la etapa 

toxodinámica (lo que el agente carcinogéno le hace al organismo) como se muestra en 

la figura 2. 
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Figura 2. Paradigma toxicológico 
Inicialmente existe un riesgo de exposición a algún agente genotóxico que es capaz de ingresar al organismo 
humano que dependiendo de la ruta de ingreso experimenta un proceso de biotransformación por los órganos del 
cuerpo humano, principalmente el hígado y/o sistema inmunológico donde puede consecuentemente ser excretado 
del cuerpo o por otro lado algún metabolito incluso poder atravesar las membranas celulares hasta llegar inclusive al 
núcleo (Etapa toxocinética). Al llegar al núcleo existe la aproximación al ADN con el cual experimenta una serie de 
reacciones (mediadas por enlaces covalentes, intercalación, etc) promoviendo mutación del ADN el cual mediante 
mecanismos de reparación puede eliminar el daño, de lo contrario se experimentará la expresión del daño como un 
trastorno biológico como lo es el cáncer. (Etapa toxodinámica). 
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3.3 BASES MOLECULARES DEL CÁNCER 

3.3.1 Ciclo Celular. 

El ciclo celular de una célula eucariota normal constituye un conjunto ordenado 

de etapas que culmina con la división en dos células hijas. En condiciones fisiológicas, 

la división celular responde a estímulos proliferativos dentro de un proceso altamente 

regulado. En un ciclo celular completo, las células, además de duplicar fielmente su 

material genético, duplican también su masa celular dando lugar a dos células hijas 

idénticas. En los organismos unicelulares, cada división celular produce un nuevo 

organismo completo, mientras que, en los organismos pluricelulares, se precisan 

muchas divisiones celulares para dar lugar a un nuevo organismo. Asimismo, la 

duración del ciclo celular varía dependiendo del tipo de célula. 

El ciclo celular, está formado por la concatenación de distintas fases por las que 

la célula transita desde el estado de reposo hasta la mitosis. Se compone de cuatro 

fases denominadas fase G1, fase S, fase G2 y fase M. El período de tiempo que 

transcurre entre dos mitosis y que comprende las fases G1, S y G2 se denomina 

interfase. La interfase es un período muy activo para la célula en la que se transcriben 

genes, se sintetizan proteínas y aumenta su masa. Junto a las fases G1, S, G2 y M, se 

usa el término G0 para describir aquellas células que han salido del ciclo celular y se 

encuentran en estado quiescente. (Ver. Fig.3) (71) 
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Figura 3 Fases del Ciclo Celular. 
Existen diferentes complejos de quinasas dependientes de ciclinas-ciclinas que se forman durante las diferentes 
fases del ciclo; cada uno de estos complejos fosforila un abanico diferente de proteínas. De forma general se puede 
decir que los niveles de CDKs son relativamente constantes durante el ciclo, mientras que lo que varía son los 
niveles de ciclinas. Esto indica que, en parte, el comportamiento de estos complejos está determinado por estos 
niveles oscilantes de ciclinas [Tomado de: Referencia 91]. 

 

 A grandes rasgos, la fase G1 (GAP-1, intervalo 1) comprende una duración 

aproximada de ocho horas. Constituye la fase durante la cual las células se preparan 

para el proceso de síntesis de ADN y se caracteriza por la expresión génica y la 

síntesis de proteínas. Tanto en células animales como en levaduras, se ha identificado 

un importante punto en el control de la fase G1 llamado punto de control o restricción R 

en las células animales y START en las levaduras. Algunos procesos oncogénicos 

ejercen su efecto en blancos particulares que regulan esta fase. En esta fase la célula 

responde a señales extracelulares. (71) 

 La fase S (de síntesis) constituye la etapa en la que tiene lugar la síntesis de 

ADN con una duración muy similar a la de la fase G1. La fase G2 (GAP-2, intervalo 2) 

es aquélla en la que la célula se prepara para el proceso de división durante la cual 

revisa si la duplicación del ADN ha sido correcta antes de permitirle proceder a la 
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siguiente fase. En esta fase existe un segundo punto de control llamado punto de 

control G2-M.  

 La etapa M está definida por el desarrollo de la mitosis y constituye la fase en la 

que los cromosomas replicados son separados en dos núcleos diferentes formando dos 

células hijas. En esta etapa se lleva a cabo la división nuclear y citoplasmática, proceso 

denominado citocinesis. 

Dentro de estas etapas existen reguladores bioquímicos que controlan el 

proceso. Durante las fases G0 y G1, la proteína p16 (inhibidor de cinasas: INK) y ciclina 

D1 están poco activas y por tanto la proteína pRB (proteína de retinoblastoma, que es 

una proteína supresora de tumores y normalmente se encuentra alterada en tumores 

malignos; llamada así por ser encontrada originalmente en cáncer de retina de donde 

deriva su nombre), se encuentra poco o nada fosforilada, mientras que al final de la 

fase G1 o en el inicio de la fase S, es fosforilada en múltiples aminoácidos por estas 

cinasas dependientes de ciclinas (CDK). Las ciclinas de la clase D (D1, D2 y D3) 

forman complejos con RB, la cual es fosforilada a continuación por las CDK4 y las 

CDK6. Datos recientes indican que RB es también fosforilada por complejos ciclina E-

CDK2. La proteína RB es la encargada de controlar la salida de la fase G1 del ciclo, y 

esta vía se encuentra inactiva en tumores malignos humanos (71). 

 Al final de la fase M de la mitosis, la proteína RB vuelve a su estado 

hipofosforilado como resultado de la acción de las fosfatasas. Su nivel de fosforilación 

modula su interacción con los E2F (1, 2 y 3), factores de transcripción necesarios para 

la progresión de la fase S, que se unen a secuencias TTTCGCGC (71). Cuando su nivel 

de fosforilación es bajo (fases G0/G1), se une a E2F impidiendo su acción. Por otra 

parte, cuando se encuentra elevado (fases S/M), E2F se libera y es capaz de activar la 

transcripción de genes que son cruciales para la proliferación celular, como los que 

codifican las enzimas timidincinasa, timidilato sintetasa, dihidrofolato reductasa y la 

ADN polimerasa, que intervienen en la síntesis de ADN, así como c-myc, myb, 

CDC2/CDK1 y los genes de las ciclinas A y D1 y el propio gen E2F-1.  

 A su vez la proteína P53 interviene en el control del ciclo celular y de la 

replicación, así como en la reparación del ADN, y mantiene la estabilidad genómica. En 
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este sentido, la transcripción de P21 está regulada positivamente por el producto del 

gen supresor P53. La proteína P21 forma parte de los CDI, siendo un inhibidor de los 

complejos ciclina D-CDK4 y ciclina E-CDK2 y bloqueando, por tanto, el ciclo celular en 

la transición G1-S. Además, P21 puede unirse a PCNA, subunidad de la ADN 

polimerasa delta, y así inhibir directamente la síntesis de ADN. 

 

 De esta forma, observamos que las CDK, que son reguladores básicos del ciclo 

celular, están compuestas por una unidad catalítica que forma complejos con unidades 

reguladoras llamadas ciclinas. Se conocen al menos nueve CDK y quince ciclinas. Los 

complejos CDK/ciclina se van formando y activando de una manera ordenada en 

respuesta a estímulos proliferativos tales como factores de crecimiento, hormonas y 

citocinas, e intervienen en la progresión del ciclo celular en sus distintas fases. Los 

complejos CDK/ciclina se encuentran, a su vez, regulados de forma negativa por 

inhibidores del ciclo celular, de los cuales se conocen dos grandes familias: 

1. Familia KIP/CIP: esta familia incluye tres proteínas estructuralmente 

relacionadas entre sí: P21, P27 y P57; presenta una especificidad más 

amplia que la familia INK4. Sus miembros interactúan e inhiben la actividad 

cinasa de los complejos ciclina E/CDK2, ciclina D/CDK4, ciclina D/CDK6, 

ciclina A/CDK2 y ciclina B/CDC2, y actúa a lo largo del ciclo celular.  

2. La familia INK4 incluye cinco proteínas: P14, P15, P16, P18 y P19, las cuales 

inhiben de forma específica los complejos de ciclina D/CDK4 y ciclina 

D/CDK6 que se encuentran implicados en el control de la fase G1. A 

diferencia de las proteínas de la familia KIP/CIP que se unen en complejos 

ciclina/CDK, la familia INK4 se une a subunidades monoméricas, y su 

mecanismo de acción consiste en competir con las ciclinas por las 

subunidades catalíticas CDK.  

 Numerosos estudios e investigaciones preclínicas y clínicas han demostrado que 

la mayoría de los procesos neoplásicos humanos presentan alteraciones en distintos 

elementos del ciclo celular, cuyo resultado se dirige a la pérdida de control del ciclo 

celular y la proliferación celular aberrante e incontrolada. Por este motivo, en los 
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últimos años se ha desarrollado un gran número de compuestos cuyo principal 

mecanismo de acción es la interferencia con anomalías del ciclo celular (42). 

3.3.2 Ciclinas 

 La maquinaria del ciclo celular se compone de dos elementos centrales; las 

cinasas dependientes de ciclina (CDK) y las ciclinas (tabla 1). Las CDK fosforilan 

proteínas en los residuos ó en los aminoácidos serina y treonina. Estas cinasas 

suponen una oportunidad de amplificar la señal, ya que una sola molécula con 

actividad cinasa es capaz de modificar un gran número de ciclinas específicas en un 

corto período de tiempo (18,89). 

CICLINAS CDK ASOCIADA FUNCIÓN 

A CDK1(CDC2), CDK2 Entrada en fase y transición en fase S

B1, B2 CDK1 Salida de G2, mitosis 

C CDK8 Transición G0-S 

D1, D2, D3 CDK4, CDK6 Transición G0-S 

E CDK2 Transición G1-S 

F ¿? Transición G2-M 

G1, G2 CDK5 Respuesta ante daño ADN 

H CDK7 Activación de cdk, regulación 
transcripcional, reparación ADN. 

I ¿?  

K ¿? Regulación transcripcional cdk 

T1, T2 CDK9 Regulación transcripcional 
¿? =Se desconoce.  

Tabla 1 Ciclinas presentes en mamíferos. 
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3.3.3 Diferencias entre células normales y células cancerosas 
La propiedad más obvia, y médicamente más significativa de las células 

cancerosas, es su tasa de proliferación incontrolada, pero más específicamente es que 

en tejidos normales maduros la tasa de proliferación iguala a la de muerte celular, 

mientras que en las neoplasias ésta última es superada por la de proliferación celular 
(65). 

En condiciones in vitro, las células normales forman una capa monocelular y 

entonces, mediante el proceso llamado inhibición por contacto, su división se detiene. 

En cambio en las células malignas esto no ocurre, por el contrario, forman capas 

pluricelulares; incluso, las células normales en ausencia de inhibición por contacto, 

tienen su capacidad de proliferación mucho más limitada, dependiendo de la especie y 

del organismo del que se tomen, dividiéndose solamente en cultivo, de 20 a 60 veces 

antes de que envejezcan y mueran (17). 

En los primeros estadios de un tumor, éste crece de manera constante, su 

tiempo de duplicación es característico, y varia de tamaño según el tipo de tejido (horas 

incluso meses), que por el contrario de lo que se piense estos tiempos están en un 

rango normal. (64)  

 Las membranas plasmáticas de las células malignas tienen un carácter más 

fluido que las células normales y presentan relaciones alteradas de muchos de los 

componentes de su superficie celular, como glucoproteínas y glicolípidos. 

Internamente, el citoesqueleto de una célula tumoral está menos organizado, 

probablemente, es lo que le da una apariencia más redondeada que la de las células 

normales correspondientes. Metabólicamente, muestran una tasa elevada de glucólisis, 

ocasionando una pérdida de energía que debilita al huésped. 

La proliferación celular esta estimulada por factores de crecimiento 

polipeptídicos semejantes a las hormonas. Estos mitógenos, como el factor de 

crecimiento epidérmico (EFG) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), 

se unen con elevada afinidad a los dominios extracelulares de los receptores proteicos 

- 20 - 



 

específicos que se encuentran en la membrana plasmática de la célula, que a su vez 

activan dominios citoplasmáticos de los receptores que fosforilen a proteínas 

específicas o receptoras, que actúan como mensajeros intracelulares estimuladores de 

la división celular.  

 Muchos de los receptores de los factores de crecimiento son proteín quinasas 

específicas de tirosina; es decir, que fosforilan grupos –OH de las tirosinas de sus 

proteínas específicas o receptoras. La mayoría fosforilan restos de aminoácidos de 

Serina (Ser) o Treonina (Thr), y solo uno de cada 2000 son restos de Tirosina (Tyr). 

Curiosamente muchas tirosin-quinasas activadas se fosforilan ellas mismas. Esta 

autofosforilación, estimula aun más la actividad de tirosin quinasa de los receptores 

activados, lo que mantiene el estado activo después de la disociación del factor de 

crecimiento. 

3.3.4 Alteraciones genéticas asociadas al cáncer 
 Se han observado diferentes cambios genéticos, y aun se siguen investigando 

otros, algunos tipos son: 

1.- Proteínas Alteradas 

Un oncogén, puede producir un producto proteico que presente una actividad 

anómala en relación con la que manifiesta el proto-oncogén correspondiente 

(genes cuyos productos promueven el crecimiento y división celular y codifican 

para factores de transcripción E2F). Esto puede ser consecuencia de mutación 

puntual; como por ejemplo el proto-oncogen c-ras, más comúnmente implicado 

en tipos de cáncer humano. 

2.- Secuencias Reguladoras Alteradas 

Cambios genéticos que se observan como resultado de la expresión o activación 

elevada e inadecuada proteínas reguladoras del ciclo celular en celulares 

normales, tales como factores de transcripción (E2F). 
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3.- Reordenaciones Cromosómicas 

Un oncogén, puede ser transcrito de forma incorrecta si, debido a una 

reordenación cromosómica, cae bajo el control de una secuencia reguladora 

extraña. Ejemplo, la translocación del proto-oncogén c-myc en el linfoma de 

Burkitt, cuyo incremento se correlaciona con el comienzo de la división celular. 

4.- Amplificación Genética 

La sobre expresión de un oncogén puede producirse también cuando éste se 

replica múltiples veces, bien en forma de copias cromosómicas repetidas 

secuencialmente o de partículas extra cromosómicas. La amplificación génica 

solo es mantenida por una fuerte presión selectiva, como la conferida por los 

fármacos. No se sabe como se mantiene la amplificación oncogénica. 

5.- Inserción de un Virus en Cromosoma 

La expresión inoportuna de un oncogén  puede ser consecuencia de la inserción 

de un genoma vírico en un cromosoma celular, de forma que el proto-oncogén 

se encuentre bajo el control transcripcional de la secuencia reguladora del virus. 

6.- Pérdida o Inactivación de Antioncogenes 

La elevada frecuencia de determinados tipos de cáncer en una familia hace 

suponer que existe una predisposición genética. Tal es el caso del 

Retinoblastoma, en donde el segmento cromosómico afectado contiene el gen 

Rb, que codifica un factor que, de algún modo, reprime la proliferación celular 

incontrolada; es decir que dicho producto es un supresor tumoral. Una vía 

adicional por la que los oncogenes pueden producir cáncer es inactivando los 

productos de los antioncogenes de las células normales. Muchas veces, los tipos 

de cáncer de naturaleza hereditaria están asociados con genes supresores de 

tumores (antioncogenes), como el caso de p53 (cuyo producto es una 

fosfoproteína nuclear implicada en la regulación negativa del ciclo celular e 

inducción de apoptósis). (17) 
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4.0 RESISTENCIA A FÁRMACOS 
La resistencia a fármacos es una de las principales causas por lo cual la terapia 

clínica no funciona (59).  
Siendo que el ADN es el objetivo mayoritario de los agentes antineoplásicos, una vez 

que el fármaco ha llegado al citoplasma, se expone a diferentes mecanismos de 

destoxificación presentes en el citoplasma o inducidos por la presencia del agente 

antitumoral, incluso aun cuando ha causado daño al ADN, algunas células resistentes 

son capaces de reparar ese daño (48). Por otro lado se puede tener que el tumor sea 

intrínsecamente resistente al compuesto o desarrollar resistencia durante el 

tratamiento. 

 La resistencia a fármacos se define como un estado de no susceptibilidad ó 

susceptibilidad disminuida al efecto de una concentración determinada de un fármaco, 

que en condiciones normales causa inhibición del crecimiento ó muerte celular. Por 

algún tipo de cambio genético en el organismo (bacterias, virus, parásitos) ó población 

de células implicadas (neoplásicas) se hace posible evadir ó resistir el efecto inducido 

por un determinado fármaco (50). La resistencia puede clasificarse como intrínseca ó 

adquirida. La resistencia intrínseca puede deberse a la ausencia del receptor ó a que el 

fármaco no puede entrar a la célula y así llegar a su sitio de acción. La resistencia 

adquirida se da cuando poblaciones que son inicialmente susceptibles a la acción de 

un fármaco, dejan de serlo tras la ocurrencia de cambios genéticos heredables de 

generación en generación (mutación). La resistencia adquirida es percibida cuando un 

fármaco que es inicialmente efectivo para un fin terapéutico determinado deja de serlo. 

Los mecanismos que operan estas modificaciones genéticas en resistencia adquirida 

son: 

a) mutación, donde el ADN de una célula susceptible sufre una alteración que induce 

modificaciones en la producción ó función normal de un componente celular, que es 

crucial para que el fármaco produzca su efecto farmacológico; la mutación va siempre 

acompañada de selección hacia la población mutante ó resistente, entonces las 

generaciones próximas serán hijas de las resistentes; 
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b) amplificación génica, donde existe una multiplicación exagerada de ciertos genes 

que inducen a la célula a sintetizar cantidades elevadas de un producto celular normal, 

de relevancia en la acción de un fármaco, lo que las convierte en resistentes a 

concentraciones de dicho compuesto que son altamente efectivas bajo condiciones 

normales; 

c) transferencia génica, donde una célula/microorganismo susceptible adquiere de otro, 

material genético que induce resistencia hacia el efecto de un fármaco ó grupo de 

fármacos. (50). 

 La resistencia a fármacos constituye un problema no solo en la terapia con 

agentes antitumorales sino que en contra de cualquier agente terapéutico. 
La resistencia puede ocurrir en muchos niveles, incluyendo un incremento en la 

expulsión del fármaco, inactivación, alteración en el blanco, reparación del daño 

inducido y evasión de la apoptosis (16). 

 La principal limitante de numerosos agentes intercalantes de ADN es su 

susceptibilidad a mecanismos de resistencia celular. El comúnmente estudiado y de 

importancia clínica es la multiresistencia mediada por la P-glicoproteína, proveniente 

del incremento en la expresión de esta familia de glicoproteínas membranales y que 

actúan como bombas dependientes de ATP y aceleran la remoción del compuesto 

intracelular. La topoisomerasa II (homóloga a la ADN girasa bacteriana), se ha podido 

comprobar que esta relacionada con el fenómeno de resistencia a múltiples fármacos 

(MDR). (25) 
El mecanismo propuesto por Robinson y Osheroff en 1990 para agentes que 

interaccionan con la topoisomerasa II y el ADN es la inhibición de la capacidad de la 

enzima para unir la cadena de ADN cortada y la muerte es proporcional al nivel de 

topoisomerasa II, lo que aumentara la citotoxicidad. No es sorprendente que la 

resistencia a fármacos se deba a niveles bajos de la topoisomerasa II o, que la 

topoisomerasa tipo I supla parcialmente las funciones de la tipo II. Un hecho relevante 

es que los niveles de topoisomerasa II más altos se han encontrado en timo y bazo, ya 

que mientras más enzima exista, mayor será la toxicididad de compuestos que inhiben 

la topoisomerasa II (8). 
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Las células incapaces de experimentar la apoptosis pueden ser más 

susceptibles a la acumulación de alteraciones genéticas que las células normales, lo 

cual les confiere sobrevivencia a las células tumorales. Este es uno de los mecanismos 

involucrados en la progresión del cáncer y en la resistencia de los tumores a la 

quimioterapia o radioterapia (34). 

 

5.0 APOPTOSIS 
La apoptosis es un proceso fisiológico que ocurre de manera normal, se lleva a 

cabo durante el desarrollo, recambio de los epitelios de revestimiento y homeostasis de 

numerosos órganos. Además de su papel fisiológico normal regulatorio del numero 

celular de cada órgano, también es un mecanismo de defensa contra células 

tumorales, cuando éstas son sometidas a tratamientos, tales como radiación ionizante, 

calor, terapia hormonal, es decir, múltiples estímulos que dañan el ADN y por 

consiguiente afectan la progresión del ciclo celular  y/o debido a una variedad de 

agentes quimioterapéuticos, como lo son los inhibidores o estabilizadores de los 

microtúbulos, inhibidores de la síntesis de ADN, o de las topoisomerasas (28, 34, 57, 71, 82, 

83). 

La muerte celular apoptótica se caracteriza por la activación de proteasas y 

nucleasas que llevan a la condensación de la cromatina (58), en contraste con la 

necrosis que es concebida como una muerte celular pasiva regulada (tabla 2). La 

apoptosis conocida morfológicamente como muerte célula programada PCD (47,35) en 

numerosos estudios se ha demostrado que puede ser dependiente o independiente de 

p53 por arresto en la fase G1 y G2/M después del daño al ADN, de ahí que blancos del 

ciclo celular y de la vía apoptótica emerjan como un acercamiento atractivo para el 

tratamiento del cáncer (85). 
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6.0 ADN TOPOISOMERASAS Y EL CÁNCER 
Desde los años cincuenta en que se descubrió la estructura del ADN, el soporte 

de la información genética pasó a ser un objeto tangible. Desde entonces se ha 

trabajado en los mecanismos moleculares implicados en la replicación, recombinación 

y reparación del ADN. (66) 

Los cambios de torsión y súper enrollamiento generados en la doble hélice 

determinan su conformación local a lo largo del cromosoma, influyendo notablemente 

en la transcripción y recombinación del genoma.  

En los años setenta se descubrió a las enzimas implicadas en este proceso 

denominadas topoisomerasas, con dos rasgos distintivos que las caracterizan: pueden 

cortar y empalmar repetidamente los enlaces fosfodiéster que unen los nucleótidos 

constituyentes de las cadenas de ADN permitiendo que otras cadenas de ADN pasen 

entre los dos cabos momentáneamente escindidos que mantiene sujetos con firmeza. 
(66) 

La topoisomerasa II se expresa principalmente durante la fase proliferativa, 

aumentando los niveles durante la replicación del ADN y continúa incrementándose 

durante las fases S y G2 hasta alcanzar sus valores máximos al final de G2/M, para 

posteriormente disminuir al final de la mitosis. 

Así, la denominada topoisomerasa tipo II (que corta las dos cadenas), se 

convirtió en blanco de acción de distintos agentes antitumorales; por ejemplo, se ha 

observado citotoxicidad máxima del etopósido (intercalador del ADN) durante la fase S, 

aunque no se descarta que las interacciones con otros mecanismos conduzcan a la 

muerte celular (13), a pesar de que los compuestos que se pueden combinar con el 

ADN, lo pueden hacer en cualquier momento del ciclo, el ADN está más expuesto 

durante la fase G1-G0, de modo que se podría decir que poseen cierta selectividad de 

fase, (64) y cuando la enzima ADN topoisomerasa II se encuentre en sus máximos 

niveles, la célula será más susceptible, haciendo al compuesto selectivo de fase S y 

G2. 
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6.1 Inhibidores de la Topoisomerasa II 
Como se puede deducir, las topoisomerasas, y en particular la tipo II, es una 

enzima nuclear esencial que se requiere para mantener la estructura cromosomal, la 

condensación, y la segregación, juega un papel principal en la replicación, transcripción 

y recombinación del ADN. (1, 66). Cada subunidad homodimérica rompe una hebra de 

ADN, la empalma y religa disminuyendo a su vez la tensión de la cadena. (Figura 4, 

Figura 5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Modelo de una topoisomerasa II activa. 
Cuando la topoisomerasa interacciona con el ADN, acomoda en su interior primero al segmento G 
(horizontal) y queda a la espera de la aparición del segmento T(diagonal) (a). La unión del ATP provoca 
la dimerización de los dominios amino terminales (en la parte superior); el cierre de ésta compuerta 
captura al segmento T hacia el interior de la enzima (b). En su trayecto, el segmento T se abre paso a 
través del corte producido en el segmento G, se estrecha el diámetro de la cavidad central; el segmento 
T se ve entonces forzado a salir de la misma cruzando la principal región de dimerización de la misma 
(c). Una vez la compuerta de salida ha vuelto a cerrarse (d), la hidrólisis del ATP permite a la 
topoisomerasa adquirir su configuración inicial para iniciar un nuevo ciclo de transporte de ADN. 
[Tomado de Joaquim Roca, Investigación y ciencia. Octubre, 2002] 
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Figura 5. Modelo molecular de intercalación del núcleo de acridina tri-sustituída enlazada a la región 
cuádruple de G-ADN. [Tomado de: Nature Reviews Cancer 5, 285-296. April 2005 | 
doi:10.1038/nrc1587. Chemical approaches to the discovery and development of cancer therapies. Stephen 
Neidle & David E. Thurston] 

 

Algunos agentes no intercalantes como la epidofilotoxinas funcionan formando 

complejos covalentes de ADN/FARMACO/TOPO-II. Por otro lado las antraciclinas, 

mitoxantronas, amsacrina y dactinomicina son agentes intercaladores que interfieren 

con la actividad normal de la topoisomerasa II, ambas categorías reducen la capacidad 

catalítica de la enzima en la religación de la doble cadena cortada, estabilizando el 

intermediario ADN-enzima. (Figura 6) (1, 75) 

 

 

Figura 6. Amsacrina; ejemplo de intercalador utilizado en el tratamiento contra la Leucemia. [Tomado de: 
Referencia 92, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires, Argentina]. 
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Muchos intercaladores de ADN presentan actividad antitumoral. (80); entre estos, 

acridinas, antraciclinas, y actinomicinas se han estudiado a detalle. 

 

 Algunas acridinas son citotóxicas en líneas celulares de leucemia y en tumores 

sólidos de ratón observándose su interacción con el ADN y la inhibición de la ADN 

topoisomerasa II. En la quimioterapia del cáncer, comienza a incrementarse el papel 

activo que juegan las topoisomerasas en la expresión de actividad citotóxica de los 

fármacos. Existe la evidencia de que la ADN topoisomerasa II constituye un blanco de 

acción para agentes antitumorales. (20). La amsacrina (m-AMSA), antraciclinas, 

actinomicinas y la 4-metil-5-metilcarboxiamida son de particular interés clínico en el 

tratamiento de leucemias. A pesar de que hasta ahora ningún parámetro singular de 

estos intercaladores se correlaciona con su citotoxicidad, es muy claro que el daño que 

ocasionan al ADN es el responsable de su actividad citotóxica induciendo su notable 

fragmentación, y en el caso del isómero activo de la acridina; el m-AMSA, se encontró 

que estimula el rompimiento de las hebras por parte de la ADN topoisomerasa II (77), y 

que el ATP estimula esta reacción. (Figura 7) 

 

 

 

Figura 7. Estructura de m-AMSA en comparación con el núcleo de acridina 
 

 

La topoisomerasa II se une por la parte del fósforo 5’-terminal  de cada hebra de 

ADN vía generación de un grupo fosfotirosil. (20). Algo similar se observo con las 

antraciclinas intercaladores doxorubicina (adriamicina) (7, 30) y Actinomicina además se 

sabe que participan en la generación de radicales libres (lo que se asocia a su 

cardiotoxicidad) en la célula e interactúan con las membranas celulares modificando su 

función, por lo que siguiendo con la misma hipótesis de mecanismo de acción se 

siguieron probando otro tipo de compuestos. 
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En muchos casos los agentes intercaladores inhiben la actividad de la 

topoisomerasa (tanto la tipo I como II), con el ADN por estabilización a manera abortiva 

de un complejo ternario intermediario de la reacción catalítica en el cual se da el 

rompimiento de la(s) hebra(s) del ADN, pero no puede ser ligada nuevamente por la 

topoisomerasa. (36, 51, 65). (Figura 8) 

 

 

 

Figura 8. Esquema de intercalación de acridina en la molécula del ADN. [Tomado de Carlson CB, 2000] 
 

Otros compuestos coplanares que muestran actividad citotóxica por 

intercalación, enlace covalente al ADN e interferencia en la actividad de la 

topoisomerasa tipo II son elipticina y sus derivados 2-metil-9-hidroxielipticina, siendo 

estos potentes agentes antitumorales. Sin embargo el bromuro de etidio, el cual es un 

fuerte intercalador, no presenta actividad antitumoral ni inhibe la actividad catalítica de 

la topoisomerasa II. Otro punto importante es que intercaladores similares inducen el 

rompimiento del ADN en similares sitios de la secuencia y viceversa (13,20).  
Otro tipo de compuestos que actúan contra la topoisomerasa pero que no son 

intercaladores son los derivados glicosídicos de podofilotoxinas, como el etopósido 

(VP-16) y tenipósido (VM-26). Inhiben la síntesis de ADN y RNA e inducen 

fragmentación cromosomal (20). 
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Compuestos relacionados estructuralmente a las quinolinas y acridinas por 

sustitución isostérica del residuo bencénico por un anillo de tiazolo han sido evaluados 

y reportadas en la literatura, en esta se ha  indicado que presentaron citotoxicidad en la 

línea linfoide de ratón (P-388), carcinoma humano de pulmón (A-549) y tumor de colon 

de humano (HT-29). El compuesto 2-[[2-(N,N-dietilamino)etil]amino]-7-fluoro-9-

hidroxitiazolo[5,4-b]quinolina fue el más activo de toda la serie en las líneas celulares 

P-388 y A-549. En este estudio se observó que la presencia de un átomo de flúor en la 

posición 7 o un grupo [(N,N-dietil)etil]amino en la posición 2, eran factores importantes 

para la inducción de una actividad antitumoral significativa. 

Como se mencionó anteriormente, algunos derivados de la acridina son potentes 

agentes antitumorales  habiendo reportado, que son sustancias activas en líneas 

celulares de leucemia y en tumores sólidos de ratón, además de que son capaces de 

unirse al ADN (75). Esta última propiedad no necesariamente es un reflejo de actividad 

citotóxica, por ejemplo, la 9-anilinoacridina se intercala con el ADN pero carece de 

actividad citotóxica. Las acridinas citotóxicamente activas interactúan con el ADN e 

inhiben la actividad de la topoisomerasa II. Este es el caso de la amsacrina (m-AMSA), 

sustancia empleada en el tratamiento de la leucemia, cuya IC50% en la línea celular 

promielocítica HL-60 es de 0.01 μg/mL. (31, 75) 

 Derivados de amsacrina sustituídos en el anillo de acridina, con el grupo metil, 

etil e isopropil en las posiciones 2, 3 y 4 respectivamente son agentes intercalantes y 

citotóxicos, mientras  que los grupos tert-butil, por el contrario inhibieron la intercalación 

y la actividad antitumoral (20).  

Adicionalmente se ha reportado que algunas quinolinas son inhibidores antimitóticos 
(83). Algunos de estos compuestos presentan actividad citotóxica significativa, con 

relación a su actividad intercalante (inserción del cromóforo entre los pares de bases). 

 Diversos compuestos citotóxicos, como la citosina arabinósido (ara C), taxol y 

etoposido; inducen apoptosis en líneas celulares, al igual que algunas acridinas. 

Resultados publicados previamente en el caso de m-AMSA han demostrado que 

aumentan la ruptura de ADN vía la inhibición de la enzima ADN topoisomerasa II, 

produciendo apoptosis (7, 9, 20).  

Después del surgimiento de la Amsacrina, le siguieron análogos llamados de 

“segunda generación” enfocados en aumentar la fuerza de enlace al ADN, con mejor 
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solubilidad acuosa y un pKa mas bajo (para favorecer las propiedades de distribución). 

Algunos trabajos se encaminaron en la posibilidad de introducir sustituyentes de 

carboxiamida, resultando de un tamizaje la 4-Metil-5-metilcarboxiamida con 

propiedades fisicoquímicas mejoradas. (20) 

Otras quinolinas recientemente reportadas son las 2-Fenilpirroloquinolin-4-onas 

que demostraron tener actividad in vivo sobre tumores sólidos, pero al parecer su 

mecanismo de acción involucra la inhibición de la aromatasa y no la topoisomerasa II 
(24). 

7.0 TERAPÉUTICA DE LAS LEUCEMIAS. 
La quimioterapia de las leucemias comprende una variedad de agentes 

alquilantes, los análogos de purina, alcaloides de la vinca, los intercaladores de ADN, 

los antibióticos, las hidroxiureas y los adrenocorticosteroides. (22) 

Antes de la década de 1940 el principal tratamiento no quirúrgico de neoplasias 

era  la radioterapia y el radio, algunos arsenicales y  el uretano, en esa década el 

desarrollo fue considerable para los radioisótopos, mostazas nitrogenadas y antifolatos, 

el desarrollo de hormonas sexuales, corticoides suprarrenales y ACTH este último para 

el tratamiento de leucemia; sin embargo, pronto se descubrió que solo eran paliativos. 
(64) 

Por otro lado, las universidades y la creación de institutos, comenzaron la 

implementación rutinaria en busca de nuevos agentes antitumorales, como por 

ejemplo, el Instituto Nacional de Cáncer en Estados Unidos, desde abril de 1990, lleva 

a cabo ensayos que consisten en un tamizado in vitro para evaluar la eficacia de 

compuestos ya sintetizados y/o productos naturales antitumorales o de otras 

aplicaciones clínicas que pudieran actuar como antineoplásicos. Estos ensayos a la 

fecha han permitido la evaluación de cientos de compuestos bajo condiciones idénticas 

y estandarizadas. (20, 84). En una primera etapa se determina la citotoxicidad, empleando 

líneas celulares tumorales y posteriormente se estudia la regresión de tumores 

implantados en ratones. 
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Actualmente las principales terapias contra los tipos de cáncer son la cirugía, la 

radiación y la quimioterapia que en algunos casos han sido adyuvantes entre sí 

obteniéndose mejores resultados en el tratamiento de los pacientes (56). Si bien existen 

tratamientos quimioterapéuticos que han tenido éxito en la remisión o cura en muchos 

tipos de cáncer, la obtención de nuevos compuestos que puedan actuar contra los 

tumores, así como de disminuir los efectos secundarios  no deseados sigue siendo 

relevante.  

Muchos de los compuestos estudiados provienen de compuestos naturales y/o 

sintetizados en el laboratorio entre estos se ha reportado la actividad citotóxica de 

derivados de lactonas sesquiterpénicas, cumarinas, derivados de la epotilona y 

derivados de tiazolo quinolina (63). 

Estudios básicos y clínicos han establecido que muchos agentes 

anticancerígenos inducen apoptosis y que la inhibición de este programa puede reducir 

la sensibilidad al tratamiento, aunque también es sabido que la apoptosis no es la única 

respuesta en la terapia del cáncer, y otros mecanismos de muerte no apoptótica suelen 

estar involucrados (29). 

 Desde ya hace algunos años (1960), compuestos con núcleos de quinolina han 

sido desarrollados extensamente como agentes antimicrobianos y antiparasitarios, 

representando algunos de los más efectivos agentes usados en la clínica 

microbiológica, observándose que su blanco es la ADN Girasa, contraparte procariótica 

de la ADN topoisomerasa II, de estos estudios surgió pues la evidencia de que las 

quinolinas podrían ser potenciales agentes antineoplásicos (65)  

 

 El tejido hematopoyético abarca la médula ósea; está formado por las células 

que dan origen a los eritrocitos, granulocitos, monocitos y plaquetas. (53) 

La leucemia, neoplasia maligna de las células precursoras hematopoyéticas, se 

caracteriza por una sustitución de la médula ósea por células neoplásicas, que 

difunden a la sangre, pueden infiltrarse al hígado, bazo, ganglios linfáticos y otros 

tejidos del organismo; este exceso de células anormales da origen a la leucemia. 
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 Existen varios tipos de leucemias y difieren en su fisiopatología o en sus 

manifestaciones clínicas, lo común a todos los tipos es la presencia de depresión de la 

médula ósea, fatiga, anemia, anorexia y  pérdida de peso; es muy agresiva y de 

incidencia en todas las edades. (22) 

Los tumores de tejidos linforreticulares y hematopoyéticos son prácticamente 

todos malignos. Hay tres grupos principales de neoplasias: linfoma, leucemia y 

mieloma (53). 

7.1 Quinolinas y la Leucemia 
La actividad de diversos compuestos tricíclicos ha sido estudiada en busca de 

mejores agentes antitumorales, particularmente 9-arilaminoacridinas, cuya actividad se 

debe a su interacción con el ADN, un ejemplo es la amsacrina como potente fármaco 

antileucémico y moderado agente intercalador del ADN (4). 

Álvarez-Ibarra y colaboradores en 1997 sintetizaron derivados tiazolo[5,4-

b]quinolinas encontrando propiedades como agentes antitumorales potenciales, cuyos 

resultados muestran una actividad citotóxica significativa in vitro contra células P-388 

de leucemia murina. Dichos derivados se encuentran relacionados con las quinolinas y 

acridinas mediante una sustitución isostérica de un anillo de benceno por un anillo 

tiazolo (4). 

Derivados de acridina, como la 4’-(9-acridinilamino)metansulfon-m-anisidina (m-

AMSA), han sido clínicamente usados para el tratamiento de Leucemia y es uno de los 

miembros desarrollados como parte de la serie de las 9-anilinoquinolinas, siendo el 

primer agente antitumoral reportado en 1971.(9) Cain y colaboradores comenzaron 

desde los años sesenta a estudiar sales bis-cuaternarias con efectividad experimental 

en leucemia; años después reportaron, basándose en el diseño estructura - actividad, 

que de la serie de anilinoacridinas los parámetros de mayor relevancia en la actividad 

biológica eran el balance lipofílico-hidrofílico-electrón, siendo m-AMSA el primer agente 

eficaz reportado como derivado de acridina contra células L1210 de Leucemia. (45) 
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Estudios posteriores demostraron que la variación en los sustituyentes del anillo 

de la anilina de las 9-anilinoacridinas, llevaron a concluir que los grupos 

electrodonadores mejoraban la actividad citotóxica, y su distribución en el anillo era 

determinante, siendo la sustitución en 4’ (nitrógeno de la anilina) la que más favorecía 

la actividad biológica, y si se removía el grupo amino daba como resultado la pérdida 

de la actividad; por otro lado, las 4’-sulfonamidas también fueron activas, observando 

que el compuesto sustituído en 2’-OCH3 (m-AMSA) incrementó 6.7 veces su actividad 

respecto del no sustituído. (6) 

Nelson y Pommier mas tarde demostraron que estas acridinas poseen su 

actividad citotóxica teniendo como blanco la inhibición de las funciones de corte y 

empalme de la enzima ADN topoisomerasa II, mecanismo que parece ser común a los 

intercaladores de ADN como lo son las quinolinas. (55) Estas dos actividades intrínsecas 

de los núcleos de quinolina, se ha observado que pueden ser diferencialmente 

influenciadas por modificación de los sustituyentes de la molécula (65). 
Otro grupo, las imidazoacridonas se sabe que inducen un arresto irreversible en 

la fase G2 del ciclo celular seguido de apoptosis en células de leucemia murina y de 

carcinoma ovárico humano, lo que posteriormente a las células remanentes conduce a 

una muerte por catástrofe mitótica (31). 

Como se mencionó, algunos derivados de la acridina son citotóxicos, siendo 

agentes potencialmente antitumorales ya que son capaces de unirse al ADN, sin 

embargo no todos los intercaladores son compuestos activos. El caso del grupo que 

constituyen las imidazoacridonas, agentes antitumorales que exhiben una elevada 

citotoxicidad y actividad antitumoral en experimentos de modelos tumorales como el de 

cáncer colorectal, poseen la ventaja de que no son cardiotóxicos como el caso adverso 

de otras acridonas. En el caso del compuesto C-1311, una quinolina altamente 

citotóxica, no se enlaza covalentemente al ADN por intercalación, sin embargo su 

afinidad no se correlaciona a su actividad antitumoral, pero se sabe que inhibe la 

actividad catalítica de ADN topoisomerasa II (31). 
Otra isoquinolina de síntesis de 1992 por Michalsky y probada como prominente 

agente citostásico es el Oracin, que actualmente se encuentra en fase II de 

investigación clínica. De su estructura química se puede inferir que se intercala en el 
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ADN, similar a los antibióticos del grupo de antraciclinas (antraquinonas sintéticas), sin 

embargo, también se ha observado la inhibición de la topoisomerasa II, algo que cabe 

destacar es que este compuesto puede ser empleado de manea oral y administración 

parenteral, como lo demostraron los  estudios en ratones y ratas, aparte de no mostrar 

cardiotoxicidad y dar resultados negativos en la prueba de Ames (mutagenicidad), baja 

hepatotoxicidad y farmacocinética favorable. (78) 
Otro tipo de quimioterapia en el que involucra las quinolinas, es el reportado 

como la fotoquimioterapia (PCT), basado en suplir al tejido blanco (cáncer) con un 

agente fotoactivo seguido de iluminación del tumor con luz que producirá especies que 

son altamente tóxicas para el tejido, como ejemplo se tienen los reportados por Nasser 

y colaboradores: quinifuril y nitracrina, que demostraron citotoxicidad contra linfocitos, 

contra células tumorales de melanoma B16, contra células tumorales de linfo leucemia 

P388 y contra células tumorales de eritroleucemia K562, observando que con 

iluminación de luz visible, las concentraciones tóxicas de los nuevos fármacos, para 

estas células disminuyeron considerablemente, es decir hubo foto-activación del 

compuesto antitumoral (52). 

Otras estrategias que colocan a las quinolinas  como agentes potenciales en la 

clínica oncológica, es que se ha encontrado que inducen la diferenciación en las 

células tumorales, lo que implica el uso de fármacos capaces de modular la expresión 

génica que controla el crecimiento del tumor y se ha investigado en recientes años 

como una alternativa en la terapia del cáncer, siendo el blanco la enzima Histona 

deacetilasa. Se ha utilizado la reducción en los niveles de la proteína E2F1 como 

biomarcador de daño al ADN, mecanísticamente importante en la actividad de 

diferenciación y antiproliferación de algunas quinolinas (2). 
Una gran cantidad de compuestos tricíclicos han sido sintetizados y estudiados 

en la búsqueda de nuevos agentes antitumorales, particularmente las 9-

amidoacridonas, 9-aril, 9-alquilaminoacridinas o 9-arilaminoacridinas, o sin 

sustituyentes en las posiciones 3, 4, y/o 5 han sido caracterizados presentando 

actividad antiproliferativa en células tumorales (68,69). Lo común de estos agentes es su 

interacción con el ADN y la inhibición de actividad de la topoisomerasa II. 
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7.2 Agentes que Reaccionan con el ADN 
Los fármacos pueden interaccionar con el ADN de forma covalente o no 

covalente, que a su vez pueden modular la funcionalidad del ADN ó conducir a la 

muerte celular. 

Las interacciones no covalentes pueden ser:  

a) electrostáticas externas: iones que reconocen la forma del ADN (fosfatos), poco 

específica con tiempos de residencia cortos (0.1 a 100 nanosegundos) 

b) unión a los surcos: unión mucho más específica, suele suceder en el surco estrecho 

del ADN y en el ancho del RNA. 

c) Intercalación: interacción que se da a la abertura del ADN y la disposición del 

fármaco total o parcialmente entre un par de bases del ADN. 

Con el objetivo a través de la historia de las síntesis de moléculas intercalantes que 

explicaran una relación estructura actividad citotóxica, se diseño la 9-anilnoacridina 

(derivado de la amsacrina). Los primeros estudios en tratar de elucidar su mecanismo 

de acción encontraron que distorsionaban la estructura del ADN, e inhibían la síntesis 

de ácidos nucleicos, después se demostró la reversibilidad del enlace al ADN. Se 

observó que la actividad citotóxica de algunos de estos nuevos compuestos era 

dependiente de la presencia de oxígeno, sin embargo el rompimiento de las hebras de 

ADN es independiente de la presencia de oxígeno, por lo que al observar el patrón 

característico de rompimiento de una proteína enlazada covalentemente por el extremo 

5’ terminal, como lo es el de la topoisomerasa II, permitió sugerir que la topoisomerasa 

II estaba involucrada, pues la actividad catalítica de ésta enzima es dependiente de la 

presencia de oxígeno. 

 La intercalación del ADN entre dos pares de bases se estabiliza por 

interacciones de “stacking” (apilamiento). La estructura de los intercalantes contiene 

anillos aromáticos normalmente igual o superior a los tres ciclos, de los que cuelgan 

grupos laterales capaces de ubicarse a lo largo de los surcos (típicamente el menor). 

Normalmente hay grupos cargados, ya sea en el anillo, o los grupos laterales, algo 

lógico ya que deben interactuar con un poli anión como el ADN. 
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 Los agentes que reaccionan con el ADN son empleados en la terapéutica contra 

el cáncer en combinación con algunos antimetabolitos. Estos agentes son de distintos 

tipos de compuestos los cuales ejercen su efecto citotóxico  en las células tumorales 

por reaccionar químicamente con su ADN. Típicamente reaccionan con bases de 

Guanina y Citosina frente a zonas Adenina Timina y, presentan preferencia en general 

por secuencias g(5’CG3’) frente a pasos d(5’GC3’), aunque las razones fisicoquímicas 

no están claras, dan por resultado la formación de aductos de ADN, un producto intra o 

inter-hebra por enlace cruzado, o un enlace cruzado proteína-ADN (20). 

 Por todo lo anterior y aunque los compuestos 9-anilinoacridinas, tales como la 

m-Amsa, son potentes intercaladotes que inhiben a la topoisomerasa II, su uso clínico 

es limitado debido principalmente a sus efectos adversos, se justifica la necesidad de 

aprovechar la intercalación e inhibición de la topoisomerasa II como blanco terapéutico 

para proponer novedosos compuestos que puedan tener menos efectos adversos tales 

como los nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas. 
 



 

 

Tipo de 
Muerte 

Celular(29) 

Cambios 
Morfológicos 

en Núcleo 

Membrana 
Celular 

Citoplasma 
Característica 

Bioquímica 
Métodos de Detección Comunes 

 

Apoptosis 

Condensación de la 

cromatina; 

fragmentación 

nuclear; patrón de 

escalera de ADN 

Cambios 

morfológicos 

visibles 

Fragmentación 

(formación de cuerpos 

apoptótica) 

Dependiente de 

caspasas 

Microscopía electrónica; tinción de TUNEL; tinción de 

anexina; ensayos de actividad de caspasas; ensayos de 

fragmentación de ADN; citometría de flujo aumentando 

poblaciones celulares en subG1/G0; detección de 

cambios potenciales en membrana mitocondrial 

Autofagia 

Condensación parcial 

de la cromatina; no 

daño al ADN 

Cambios 

morfológicos 

visibles 

Incremento en el número 

de vesículas autofágicas 

Independiente de 

caspasas; 

incremento en la 

actividad lisosomal 

Microscopía electrónica; ensayos de degradación de 

proteínas; marcaje de translocación de proteínas 

autofágicas membranales; Tinción 

Monodanisilcadaverina (MDC) 

Catástrofe 

Mitótica 

Micronúcleos 

múltiples; 

Fragmentación 

nuclear 

- - 

Independiente de 

caspasas (en 

estadios 

tempranos);activaci

ón anormal de 

CDK1/Ciclina B1 

Microscopía electrónica Marcaje  de marcadores 

mitóticos (MPM2); tinción de TUNEL  

Necrosis 
Degradación al ADN 

aleatorio 

Inflamación; 

ruptura 

Incremento de la 

Vacuolización; 

degeneración de 

organelos; inflamación 

mitocondrial 

- 
Microscopía electrónica; tinción nuclear negativa, 

detección de inflamación y daño cercano a la lesión 

Senesencia 

Estructura 

característica de la 

cromatina. 

- 

Aplanamiento e 

incremento de la 

granularidad 

Actividad de SA-β-

gal 

Microscopía electrónica; tinción SA-β-gal; ensayos  de 

arresto en el crecimiento celular; incremento de p53; 

ensayos para la fosforilación de RB; actividad de 

metaloproteínas (Sobre reguladas) 

Tabla 2. Características de Diferentes Tipos de Muerte Celular 
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 La apoptosis puede ser virtualmente inducida en todos los tumores malignos 
(34) mediante el tratamiento con agentes genotóxicos usados frecuentemente en la 

terapia del cáncer, o incluso con otros agentes que dañan el ADN (7, 14, 18, 29). Estos 

estímulos provocan una respuesta celular compleja que incluye un bloqueo 

reversible en la progresión del ciclo celular en las fases G1 y G2, ante la necesidad 

de las células para reparar el ADN dañado antes de llevarse a cabo la replicación y 

la segregación mitótica cromosómica (7, 14, 18, 29). Así las señales apoptóticas son 

activadas por diversos estímulos que convergen hacia un camino de muerte común, 

en donde las proteínas de la familia Bcl-2 actúan como reguladores y la familia de las 

caspasas (cisteín proteasas) como transductores de señales (26). 
Así el mecanismo de apoptosis es una importante vía en la citotoxicidad 

inducida por compuestos anticancerígenos (34). Numerosos trabajos reportados en la 

literatura han señalado que los fármacos tales como taxol, vinblastina (39), etopósido, 

ara-C, adriamicina, así como numerosos compuestos citotóxicos de origen natural, 

actualmente en estudio, inducen la muerte de las células tumorales a través de un 

programa de muerte celular programado o apoptosis, tanto in vivo como in vitro. 

Las características morfológicas de la apoptosis fueron descritas y 

caracterizadas hace mas de 30 años por Kerr y col. (1972); las cuales incluyen 

pérdida de la unión celular, condensación cromosómica, fragmentación del ADN 

(cariorrexis), dando fragmentos de peso molecular de 180 pb (70) o detectados 

mediante marcaje específico (tinción de TUNEL), disminución del volumen celular, 

cambios en la organización de la membrana citoplasmática así como formación de 

cuerpos apoptóticos. En la apoptosis las alteraciones nucleares representan los 

cambios más significativos e importantes de la célula muerta y los organelos 

permanecen inalterados incluso hasta la fase en que aparecen los cuerpos 

apoptóticos. En la apoptosis destacan las alteraciones morfológicas del núcleo frente 

a las del citoplasma, a la inversa de lo que ocurre en la necrosis en general (53). 
Existen de manera general dos vías por las cuales se puede activar la 

apoptosis: la vía extrínseca y la vía intrínseca (7, 14, 18, 29). La vía intrínseca involucra a 

diversos miembros de receptores de membrana de la familia de TNF así como al 

ligando Fas. La unión del ligando al receptor resulta en la asociación de dominios de 

muerte del receptor con moléculas adaptadoras (FADD dominio de muerte asociado 
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a Fas) y la procaspasa 8, formando de esta manera el complejo de señalización 

inductor de muerte (DISC). La activación de la caspasa 8 iniciadora puede conducir 

al procesamiento de caspasas efectoras tales como la caspasa 3 y 7 para finalmente 

concluir en la muerte por apoptosis de la célula. Además, esta vía puede incidir en la 

mitocondria a través de Bid, amplificándose de esta manera la señal. La vía 

intrínseca, involucra a la mitocondria, la cual además de ser la principal fuente de 

energía, también contiene numerosas proteínas proapoptóticas entre las que 

destacan el citocromo C. (Figura 9)  

 La homeostasis de la mitocondria es influenciada directamente por miembros 

de la familia de Bcl-2, entre los que se encuentra Bcl-2, Bax y Bim. La activación de 

Bax por un mecanismo dependiente de p53 ocasiona que Bax sea translocado del 

citosol a la membrana de la mitocondria y antagonize a Bcl-2, induciendo la 

liberación de citocromo C y otras proteínas apoptóticas.  

El citocromo C liberado de la mitocondria junto con la proteína Apaf-1 y ATP 

facilitan la activación de la caspasa 9 que al hidrolizar substratos específicos, 

incluyendo a la procaspasa 3, ejecutan la muerte apoptótica (46, 30), la activación de la 

caspasa 3 induce el rompimiento proteolítico de sus substratos. Poli (ADP ribosa) 

polimerasa (PARP), uno de los substratos específicos de la caspasa 3 esta 

involucrada en la reparación y mantenimiento genómico del ADN (85). 

 El rompimiento de PARP es considerado como evidencia típica de apoptosis 

después de la exposición de las células tumorales a agentes quimioterapéuticos (33). 

Numerosos estudios muestran que la muerte celular por apoptosis puede ser 

dependiente de p-53 o independiente del arresto del ciclo celular en fase G1 y G2/M 

después del daño al ADN (14, 23, 62, 77). 
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Figura. 9. Esquema general de la vía extrínseca e intrínseca de la apoptosis (89) 
 

En el laboratorio de investigación de Biología Molecular y Cáncer de la 

Facultad de Química, se llevó a cabo un programa de trabajo en conjunto con el 

departamento de farmacia para la obtención de nuevos compuestos con actividad 

citotóxica que puedan ser utilizados como fármacos antitumorales potenciales. Se 

analizan nuevos compuestos diferentes en estructura, diseñados y sintetizados por 

Lira Rocha, como posibles compuestos citotóxicos. A este respecto, el presente 

trabajo propone la evaluación citotóxica y potencial determinación de propiedades 

apoptóticas de esta serie de nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina. 
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8.0 HIPÓTESIS 
 

 

 

 

 

 Estudios previos han demostrado que moléculas con un núcleo tricíclico 

planar como la Amsacrina, son agentes citotóxicos con capacidad de 

intercalarse al ADN e inducir muerte celular de tipo apoptótica. Por lo que esta 

nueva serie de compuestos estructuralmente similares a la amsacrina, 

perteneciente a la familia de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina podrán tener 

actividad citotóxica y probablemente inducir fragmentación de ADN como 

rasgo sugerente de una muerte celular apoptótica en líneas celulares 

humanas. 
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9.0 OBJETIVOS 
 

 Con la finalidad de contribuir al descubrimiento y desarrollo de nuevos 

agentes potenciales antitumorales, se realizó el presente trabajo: 

 
9.1 Objetivo General 
 

 Evaluar el efecto en la inhibición de la proliferación celular de  nuevos 

derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina en líneas celulares humanas in vitro. 

 
9.2 Objetivos Específicos 
 Determinar la IC50 de los nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina en líneas 

celulares tumorales humanas: colon (SW680, SW480); cérvix (Hela, Calo); mama 

(MCF-7) y eritroleucemia (K562) mediante la prueba de reducción de MTT. 

 

 Seleccionar el derivado tiazolo[5,4-b]quinolina más activo para observar la 

posible inducción de fragmentación de ADN en la línea celular tumoral que resulte 

más sensible y mediante la técnica de TUNEL poder observar la inducción de muerte 

celular por apoptosis. 

 

 Realizar el análisis microscópico que permita observar los cambios 

morfológicos celulares que pudiesen inducir las nuevas tiazolo[5,4-b]quinolinas y su 

relación con el tipo de muerte celular. 
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10.0 MATERIAL Y MÉTODOS 
10.1 PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 
10.1.1 Medio de Cultivo 
10.1.2 Medio D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium by Invitrogene. 
 

(Carlsbad,CA BRL) (15) 

Medio D-MEM (Invitrogene, Carlsbad,CA)...1 sobre para disolver en 900 mL de agua. 

Se suplementa con: 

HEPES (SIGMA, St. Louis, MO)................................................................................2.2 g 

Bicarbonato de Sodio (NaHCO3)..........................................................................3.7 g 

Piruvato de Sodio (Invitrogene, Carlsbad,CA)…………….......................................10 mL 

Aminoácidos no esenciales (Invitrogene, Carlsbad,CA)..........................................10 mL 

Antibiótico antimicótico (INVITROGENE, Carlsbad,CA)...........................................10 mL 

Suero Fetal Bovino Inactivado por Calor (INVITROGENE, Carlsbad,CA) (V/V)…....10 % 

La adición de los componentes se lleva a cabo en una campana de flujo laminar en 

condiciones de esterilidad. 

Se procede de la siguiente manera: 

a)  En un vaso de precipitados de 1 L se agregan 700 mL de agua desionizada, 

después se añaden los componentes sólidos del medio en el siguiente orden: 

- Un sobre de medio D-MEM. 

- HEPES 

- Bicarbonato de sodio 

Una vez que se han disuelto, se agregan los componentes líquidos: 

- Piruvato 

- Aminoácidos no esenciales 

- Antibiótico-antimicótico 

b)  La solución se agita hasta incorporación y disolución total de los 

componentes 

c)  Se ajusta el pH a 7.4 con soluciones estériles de HCl y NaOH. 

d)  Se lleva al aforo con agua desionizada a un volumen de 900 mL 

e)  La solución se esteriliza mediante filtración a través de membrana MilliporeMR, 

poro 22 ó 45 μm. 
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f)  Este medio estéril se complementa (según la cantidad a emplear) con suero 

fetal bovino inactivado por calor (SFB/INVITROGENE, Carlsbad, CA) al 10 % 

v/v* 

g)  El control de esterilidad para el medio preparado se realiza colocando una 

alícuota en caja de Petri e incubación a 37°C, 99% HR y, 5% CO2 durante 24 

h, al término de dicho periodo de tiempo se observa al microscopio y, no se 

debe presentar desarrollo de microorganismo alguno. 

h) Una vez complementado el medio D-MEM, el tiempo máximo para su empleo 

es de un mes aproximadamente, en condiciones de refrigeración (4 °C.). El 

suero fetal bovino se inactiva previamente en baño María 30 minutos/56°C. 

 

10.1.3  Solución Salina Amortiguada por Fosfatos (PBS) 
Para preparar 1 Lt. 

KH2PO4 (BAKERMR)....................................................0.24 g 

Na2HPO4 (BAKERMR)..................................................1.44 g 

NaCl (BAKERMR).........................................................8.0 g 

KCl (MERCK MR)..........................................................0.2 g 

a)  Se disuelven los componentes en un vaso de precipitados de 1 L con agua 

desionizada 

b)  Se ajusta el pH = 7.4 

c)  Se esteriliza la solución en autoclave a 15 lb/in2 durante 15 minutos. 

 

10.1.4  Solución Salina Amortiguada por Fosfatos/Ácido 
Etilendiaminotetracético (PBS-EDTA) 
Para preparar 1 Lt. 

KH2PO4 (BAKERMR)................................................ ...0.24 g 

Na2HPO4 (BAKERMR).............................................. ...1.44 g 

NaCl (BAKERMR)..................................................... ...8.0 g 

KCl (MERCK MR)..........................................................0.2 g 

Ácido etilendiaminotetracético (EDTA J.T.BAKERMR)..372 g 
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a)  Se disuelven los componentes en un vaso de precipitados de 1 L con agua 

desionizada. 

b)  Se ajusta el pH = 7.4 

c)  Se afora a 1.0 L con agua desionizada y se mezcla. 

d)  Se esteriliza la solución en autoclave a 15 lb/in2 durante 15 minutos. 

 

10.1.5  Solución MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) 
Nota: Usar guantes y cubre boca para la preparación de la solución. 

a) La solución se prepara a una concentración de 2.5 mg/mL. 

b) Se prepara con solución PBS estéril, por lo cual es necesario trabajar en la 

campana de flujo laminar y el material para pesar debe estar limpio y seco a la 

flama. 

c) Se conserva en refrigeración (2-4 °C), protegido de la luz, bajo estas 

condiciones es estable por un periodo aproximado de un mes. 

 

10.1.6  p- Formaldehído al 4% 
 

 Las técnicas histológicas comprenden la preparación del tejido para su estudio 

microscópico sometiéndolo a una serie de procesos como la fijación, la cual busca 

preservar el estado natural de las células en cuanto a su estado físico y parcialmente 

a su estado químico. La mayoría de los fijadores actúan desnaturalizando o 

precipitando proteínas, formando una malla que engloba a los otros componentes de 

la célula. El grupo aldehído (H-CHO) permite reacciones numerosas y complejas con 

los componentes tisulares, su acción polimerizante, forma compuestos y complejos 

de adición creando ligaduras entre moléculas proteicas, que pueden ser reversibles 

por acción de los lavados con agua. El p -formaldehído forma monómeros de formol, 

penetra bastante bien a los tejidos y no los endurece demasiado ni los hace 

quebradizos (44). 

 La preparación de p-formaldehído al 4% se lleva a cabo en campana de flujo 

laminar y con agua destilada. Se favorece su disolución a una temperatura de 
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aproximadamente 56 °C. En algunos casos si para su uso no interfiere, se pueden 

agregar gotas de NaOH para favorecer la disolución. 

 Es una solución amortiguada de 4 g de p-formaldehído por 100 mL de PBS a 

pH 7.4 (ajustado potenciométricamente) y se debe almacenar en refrigeración (4°C). 

 

10.2  Medios de Congelamiento 
10.2.1  Medio I. Para líneas celulares : HeLa. CaLo, K-562, SW480 y 
SW620. 
 En un recipiente estéril se adiciona el medio de cultivo estéril sin 

complementar con SFB. 

A dicho medio se agrega glicerol estéril de tal forma que quede a una concentración 

de 15 % v/v y, se mezclan homogéneamente. 

Este medio se almacena a –20 °C, y cuando sea requerido se descongela y emplea 

tan pronto como sea posible. 

 
10.2.2  Medio II. Para la línea celular: MCF-7. 
Este medio esta constituido por: 

Dimetilsulfóxido (DMSO Mallinckrodt) a concentración 8% v/v en Suero fetal bovino 

inactivado por calor (SFB INVITROGENE, Carlsbad, CA) 

La solución resultante de esta mezcla se almacena en recipientes estériles a -20°C. 
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11.0 LÍNEAS CELULARES EMPLEADAS. 
 Las líneas celulares se obtuvieron de la colección del Laboratorio de Biología 

Molecular B-202 de la Facultad de Química, todas fueron propagadas en medio D-

MEM Dulbecco´s preparado como se describió anteriormente e incubadas en 

atmósfera húmeda (5% CO2 95% aire, 95% HR) a 37°C en una incubadora modelo 

Forma Scientific® 3110; y se emplearon para los ensayos de citotoxicidad las 

siguientes seis líneas obtenidas del ATCC (American Type Culture Collection, 

Rockville, MD): 

1. Hela; Adenocarcinoma de cérvix epitelial adherente.  

2. SW480; Adenocarcinoma colorrectal 

3. SW620; Metástasis de adenocarcinoma colorrectal 

4. Calo; Adenocarcinoma de cérvix.(63) 

5. MCF-7; Adenocarcinoma de glándula mamaria. (72) 

6. K562; Aislada de una paciente en crisis blástica de leucemia mielógena 

crónica. Con cambios marcados mieloides y eritroides (Eritroleucemia).(41) 
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12.0 Estructura química de los 4 nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina 
evaluados. 

 Cuatro nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas sintetizados por Lira 

y colaboradores utilizados en el presente trabajo, se presenta su estructura 

molecular, nombre químico y código de identificación asignado por el 

laboratorio donde se sintetizaron. Para fines de éste trabajo se denominaran 

Compuesto I, II, III y IV como se describe a continuación: (40) 

N S

N

NH

N

CH3

CH3

NH

N
 

N H 

N 

S 

C H 3 O 

S 

C H3N 
 

 
I). 1-[3-(2-metilsulfanil-tiazolo[5,4-b]quinolin-9-
ilamino)-fenil]-etanona 

II).  3-[(2-{[3-
(dietilamino)propil]amino}[1,3]tiazolo[5,4-
b]quinolin-9-il)amino]benzonitrilo 

N S

N

NH

N

CH3

NH

Cl

CH3

N S

N

NH

N

CH3

NH

CH3

N

 

 

 

III). 3-[(2-{[3-
(dietilamino)propil]amino}[1,3]tiazolo[5,4-
b]quinolin-9-il)amino]clorofenol 

IV). 4-[(2-{[3-
(dietilamino)propil]amino}[1,3]tiazolo[5,4-
b]quinolin-9-il)amino]benzonitrilo 
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13.0 METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 
 
13.1 PRESERVACIÓN DE LÍNEAS CELULARES 

Se basa en un congelamiento fraccionado a –20°C por 2h., –70 °C 2h y a –

191 °C  en nitrógeno líquido hasta su utilización; con la finalidad de preservar las 

líneas celulares en condiciones óptimas se recomienda una manipulación muy 

cuidadosa. 

 

13.1.1  Material y soluciones: 
1. Tubos para criopreservación. 

2. Suero fetal bovino inactivado (INVITROGENE, Carlsbad,CA) 

3. Medio de congelamiento 

4. PBS-EDTA 

5. Pipetas estériles de 10 mL 

6. Pipetas estériles de 5 mL 

7. Pipetas Pasteur estériles 

8. Tubos para centrífuga estériles (FALCON MR) 

 

Se procede de la siguiente forma y bajo condiciones de esterilidad: 

a) Se da un primer lavado con PBS-EDTA a cada la línea celular contenida en la 

caja Petri. (aprox. 5 mL), previa eliminación del medio de cultivo por 

decantación; cada lavado debe ser rápido y en un solo movimiento. 

b) Se lava por segunda vez con la misma solución empleando un volumen 

aproximado de 3 mL y se incuba por 10 minutos a 37°C, 99% HR y, 5% CO2.  

c) Transcurrido este tiempo se ha favorecido el desprendimiento de las células 

del plástico de la caja, entonces se cosechan de la caja(s) con la ayuda de 

una pipeta Pasteur ó micropipeta en un tubo FALCONMR (previamente 

etiquetado), y se centrifuga la suspensión celular a 1500 r.p.m, por 10 

minutos. 
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d) Se desecha el sobrenadante y el botón celular es resuspendido con pipetas 

Pasteur en 4 mL de medio de congelamiento. 

e) Una vez que se tiene una suspensión homogénea se colocan alícuotas de 1.5 

mL en los criotubos, los cuales se mantienen por 1 hora a -20 °C, a -70 °C/2 

horas y, a -190°C se conservan en nitrógeno líquido. 

 

13.2 CONTEO CELULAR  
 El conteo celular se lleva a cabo con la ayuda de una cámara de Neubauer o 

hemocitómetro. 

 Una vez cosechadas las células de las cajas de Petri en condiciones de 

esterilidad, se coloca una pequeña alícuota homogénea que llene la cámara, la cual 

es un porta objetos con una depresión en el centro, en el fondo tiene marcado con la 

ayuda de un diamante una cuadrícula como la que se ve en la imagen (Figura 10). 

 Es un cuadrado de 3x3 mm, con una separación entre dos líneas 

consecutivas de 0.25 mm. Así pues, en la figura 6, el área sombreada y marcada 

como “L” corresponde a 1 milímetro cuadrado. La depresión central del cubre 

objetos está hundida 0.1 mm respecto a la superficie, de forma que cuando se cubre 

con un cubre objetos éste dista de la superficie marcada 0.1 milímetro, y el volumen 

comprendido entre la superficie “L” y el cubre objetos es de 0.1 milímetro cúbico, es 

decir 0.1 μL (88). 

 Cada cuadrado de la cámara, con el cubre objetos bien colocado, representa 

un volumen total de 0.1 mm3 o 10-4 cm3. Este es el factor de conversión del 

hemocitómetro.  

Dado que 1 cm3 es aproximadamente 1 mL, la subsecuente concentración celular por 

mililitro y el número total de células se determinó mediante los siguientes cálculos: 

 
1) Células/mL=  (cuenta promedio de los cuadrantes) x (factor de dilución) x (10 4)  

2) Total de Células = (cél./mL) x (volumen original o de pre dilución) (60) 
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Figura 10. Cámara de Neubauer. 
En la imagen se puede observar el aspecto de una de las regiones marcadas como "L" y que en el 

microscopio se ven como una cuadrícula de 16 pequeños cuadrados de 0.25 milímetros de lado. 

 

 Una vez que se conoce la alícuota a tomar para tener el número de 

células/mL/pozo deseado, se coloca dicho volumen en cada pozo de la caja de 96 

pozos bajo condiciones de esterilidad, el volumen final debe ser de 200 μL, seguido 

de movimientos suaves de la caja en forma de ocho lo que propicia un crecimiento 

homogéneo de la distribución de las células y, se incuban en las condiciones antes 

mencionadas por un lapso de 24 h, previo al tratamiento con los compuestos 

mediante el ensayo de MTT. 

 

13.3 INHIBICIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR. REDUCCIÓN DEL MTT 
 

 Técnica colorimétrica del MTT propuesta por Mossman en 1983 (49); 

modificada por Carmichael en 1985 (11, 12, 60), el MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazolio) es un compuesto de color amarillo que es reducido por las 

deshidrogenasas principalmente mitocondriales de las células viables, formando un 

precipitado de color azul llamado formazán (Figura 11), especificada en la siguiente 

reacción: 
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(deshidrogenasas 

mitocondriales) 

 

Figura 11. Reacción de reducción del MTT. 
 

El número de células vivas es directamente proporcional a la producción de 

formazán, el cuál al ser solubilizado en dimetilsulfóxido (DMSO), puede ser medido 

espectrofotométricamente (550 nm). Las medidas de sensibilidad in vitro a un 

compuesto por el método de la reducción de la sal de tetrazolio han mostrado tener 

correlación con las determinaciones experimentales hechas por otros métodos, como 

el de exclusión de azul tripano, sulforrodamina y cristal violeta.  

Por otro lado, los derivados tiazolo[5,4-b]quinolinas solubilizados en DMSO, 

serán preparados en soluciones stock, para obtener diluciones seriadas con las 

diferentes concentraciones micro molares (5, 10, 20, 40 y 80 μM) de los cuatro 

nuevos derivados: Compuesto I (Código: B3KTN), Compuesto II (Código: D3CNP), 

Compuesto III (Código: D3CLP) y Compuesto IV (Código: D4CNP). (Tabla 3). 

 Lo primero que se realizará es la cosecha de las líneas celulares, se inoculan 

en placas de 96 pozos (tipo ELISA) a una densidad de 6.5x103 cel/pozo en fase de 

crecimiento logarítmico procediendo como se describe en el apartado de conteo 

celular; a las 24 horas se debe adicionar las diferentes soluciones stock de los 

compuestos a evaluar, lo mismo que un control disolvente (DMSO, 0.6%) y control 

positivo de inhibición de la proliferación celular, en este caso se utilizará Paclitaxel 

(Taxol, 0.25 μM), de tal modo que el volumen final sea 250 μL. Después de las 48 

horas de incubación a 37oC, 5% CO2 y en atmósfera húmeda, añadir la solución de 

MTT (2.5 μg/mL) en un volumen de 20 μL a cada pozo y dejar incubar por 4 horas, 

una vez transcurrido este tiempo, se debe desechar esta solución por decantación 

vigorosa y añadir 200 μL de DMSO a cada pozo seguido de una agitación suave 

para favorecer la disolución del formazán que se hubiese producido, luego entonces, 
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determinar la absorbancia en un espectrofotómetro de micro placas (Beckman Dur-

64), a una longitud de onda de 540 nm. 

 El porcentaje de inhibición del crecimiento celular (%CI), se calcula mediante 

la fórmula: 
%CI = ([1-absorbancia de las células tratadas] / [absorbancia de células sin tratar]) X 100 

 Cada ensayo se debe realizar tres veces y por sextuplicado. Una vez que se 

calcula el porcentaje de inhibición de crecimiento celular, emplear el software 

OriginPro versión 7.0 de OriginLab Data Analysis and Graphing Software, disponible 

en el laboratorio, para determinar el valor de concentración inhibitoria cincuenta 

(IC50) de los cuatro nuevos derivados en cada línea celular. 

 

13.4 DETERMINACIÓN DE LA FRAGMENTACIÓN DE ADN POR LA TÉCNICA 
DE TUNEL (TdT-MEDIATED dUTP NICK END LABELING) 
 

 Dado que la fragmentación es una prueba que sugiere que el tipo de muerte 

celular es por apoptosis, llevar a cabo la técnica de marcaje de extremos 3`-OH 

libres originados por apoptosis o técnica de TUNEL. Este marcaje se realiza con la 

adición de nucleótidos marcados con fluoresceína mediante una desoxinucleotidil 

transferasa. 

 Para evaluar el efecto biológico del compuesto que resulte más activo en la 

inhibición de la proliferación, se planteó analizar su efecto en la integridad del ADN, 

evaluar el grado de fragmentación, la cual es sugerente de que la muerte celular es 

llevada a través de un proceso apoptótico (3).  

Nota: En el presente trabajo se emplearon las líneas celulares HeLa (por ser la línea 

celular más sensible al compuesto) y K-562 (por ser la línea celular de leucemia, 

principal tipo de cáncer asociado a la terapia de inhibidores de topoisomerasa II), 

empleando el Kit comercial de revelación de fragmentación de ADN: In Situ Cell 

Death Detection, Roche. (21,67) 

Las líneas celulares se deben incubar a una densidad de 1x106 células en 

cajas de 10 cm de diámetro en la que previamente se han colocado en toda su 

superficie cubre objetos redondos y estériles, sobre los cuales se desarrollará el 

cultivo celular durante 24 horas, las células se exponen al compuesto al valor de 
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IC50% determinada, a tiempos de 12, 20, 36 y 44 horas. Como control disolvente se 

emplean células expuestas a DMSO (0.6% v/v), como control positivo de inhibición 

celular, se exponen a Taxol (0.25 μM) y un control sin tratamiento, así como los 

controles positivo y negativo de la técnica. Al término de la exposición al compuesto, 

el medio de cultivo se retira y las células se lavan cuidadosamente con PBS frío el 

cual también debe ser retirado, enseguida se fijan las células agregando una 

solución de p-formaldehído al 4% en PBS durante una hora a temperatura ambiente. 

 Se retira el p-formaldehído y se lavan las células con PBS frío; la caja de 

cultivo se sella con parafilm® y se conserva en refrigeración para su posterior 

procesamiento. 

Procedimiento para la técnica de TUNEL: 

 Las células fijadas sobre los cubre objetos se lavan con PBS a temperatura 

ambiente. Se permeabilizan en una solución al 0.1% de Tritón X100 en 0.1% de 

Citrato de Sodio (JT Baker MR) durante 2 min., sobre una superficie de hielo. Una vez 

permeabilizadas las células se lavan con PBS. 

 Para el control negativo de la técnica se debe designar un cubre objetos con 

células que serán tratadas con el buffer de reacción que marca al ADN fragmentado 

carente de la enzima deoxinucleotidil transferasa. 

Para el control positivo de la técnica se exponen células sin tratamiento a una 

solución de 1 μg/mL de ADNasa I (Invitrogene) durante 10 min. a temperatura 

ambiente para inducir fragmentación y se lava con PBS. 

 Como control positivo de fragmentación inducido por un compuesto, se utilizan 

las células tratadas con 0.25 μM de Taxol. 

 Tanto las células tratadas con el derivado de tiazolo[5,4-b]quinolina como las 

tratadas con Taxol y aquellas digeridas con ADNasa I se deben exponer con la 

mezcla de reacción de TUNEL, excepto las células del control negativo las cuales 

solo se exponen con el amortiguador de reacción carente de la enzima 

deoxinucleotidil transferasa. Todas se incuban durante una hora a 37ºC en cámara 

húmeda. Después de la incubación se lavan en dos ocasiones con PBS y se coloca 

el cubre objetos sobre un porta objetos con medio de montaje (DakoCytomation 

Carpintería, CA, USA) para microscopía de fluorescencia, de tal forma que la capa 

celular estuviera en contacto con dicho medio. 
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Las muestras se observan en un microscopio de fluorescencia (Nikon EclipseMR). 

 

13.5 TINCIÓN CON HEMATOXILINA/EOSINA 
13.5.1  Morfología Celular 

Para observar el efecto en la morfología inducido por los nuevos derivados de 

tiazolo[5,4-b]quinolina en células tumorales humanas (seleccionar la(s) más(s) 

sensible), se llevará a cabo la tinción con hematoxilina/eosina. Las células se deben 

incubar a una densidad de 1x106 células/cajas de 10 cm de diámetro, a la que 

previamente se le debe haber colocado en toda su superficie cubre objetos redondos 

estériles para así desarrollar el cultivo celular sobre los mismos durante 24 horas, las 

células se exponen entonces al compuesto (concentración IC50=10 μM) a tiempos de 

12, 20, 36 y 44 horas, como controles se emplearán células sin tratamiento, control 

disolvente (DMSO) y control positivo de inhibición (Taxol a una concentración de 

0.25 μM.) 

Se procede de la siguiente manera: 

a) Las células se fijan con p-formaldehido al 4% como se indicó en la técnica de 

TUNEL. 

b) Se lava con PBS frío en dos ocasiones durante 5 min. c/u 

c) Se lava con agua destilada, 5 min.  

d) Las células se tiñen con hematoxilina durante 4 min. y se lavan con agua 

desionizada en varias ocasiones. 

e) Se tiñen las células con eosina durante 6 min. 

f) Se lava en tres ocasiones con etanol absoluto con 1 mL aprox. Lo más rápido 

posible. 

g) Se hacen pasar por un proceso de deshidratación de etanol a 

concentraciones de 70%, 80%, 96% y 100%, empleando 2 mL, por 2 minutos 

para cada una de ellas y en ese orden, posteriormente se lavan con agua 

desionizada. 

h) Los cubre objetos se sumergen en una mezcla 1:1 de Etanol-Xilol y/o Xilol (2 

veces), previo a su montaje sobre el porta objetos, utilizando resina Clarión®. 

i)  Las preparaciones se observan en un microscopio de luz (44). 
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14.0 RESULTADOS 

14.1 Evaluación de la actividad citotóxica mediante la técnica colorimétrica de 
MTT y determinación de la IC50% para los compuestos I, II. III y IV en seis líneas 
celulares tumorales humanas. 
 

 Con los resultados obtenidos de porcentaje de inhibición de la proliferación 

celular (tabla 3), se procedió a determinar el valor de IC50%  de la proliferación celular 

utilizando para ello una regresión de tipo no lineal, específicamente de tipo 

sigmoidal, aplicando la ecuación de Boltzman con la ayuda del Software Origin V.7.0. 

de OriginLab Data Analysis and Graphing Software 

 Con base en estos resultados se observa que los compuestos con el 

sustituyente N,N-propildietilamino en el carbono 3 del anillo de tiazolo[5,4-

b]quinolina, en general son los más activos (Figura 12 y Figura 13); es decir, el 

compuesto II, compuesto III y compuesto IV, en comparación con el compuesto I, 

que contiene un sustituyente tipo metiltio. De entre los compuestos con el 

sustituyente NH-propildietilamino se observa que el compuesto con la mayor 

actividad citotóxica no sólo para la línea celular K-562 sino también para las otras 

cinco líneas, es el compuesto III, que tiene en el anillo de anilina el grupo funcional 

Cloro (Cl) en el carbono 3 como se muestra en la tabla 3. 

 Por lo que se evidencia una posible relación estructura – actividad , que queda 

de manifiesto al observar otros compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina que 

contienen un grupo funcional alquilamino, los cuales tienen una menor actividad 

posiblemente por que la longitud de ésta cadena permita una mayor incorporación a 

través de la membrana citoplasmática (40). 

 



 

(Compuesto)/Códig
o 

Línea Celular/ 
Estructura K-562 CaLo MCF-7 HELA SW480 SW620 

(I ) 
B3KTN 
Mín: ND 
Máx: ND 

* * * * * * 

(II) 
D3CNP 
Mín:11.53 µM 
Máx: 19.65 µM 

12.88±3.59 16.49± 5.64 17.47± 3.07 19.21± 0.78 11.53± 3.59 19.65± 0.002 

(III) 
D3CLP 
Min: 7.46 µM 
Máx: 12.88 µM 

9.94± 5.18 12.88±12.54 9.72± 3.41 7.46± 1.36 7.91± 2.07 10.17± 0.022 

(IV) 
D4CNP 
Mín: 12.88 µM 
Máx: 29.15 µM 

12.88±9.49 28.02±12.54 20.56± 6.67 24.18± 4.36 22.70± 2.81 29.15± 5.91 

DMSO(-): (Dimetilsulfóxido)  
0.76±1.66 2.56±3.19 3.08±9.05 2.48±11.68 3.64±11.98 3.20±2.64 

Tabla 3 Citotoxicidad (IC50, μM) de los nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina en líneas celulares humanas. 
(*): La concentración más alta del compuesto empleada fue de 80 μM, sin embargo, el compuesto I a dicha concentración no fue posible determinar la 
CI50%; lo que significa que se requiere de mayor concentración para poder determinar dicho valor.  
Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes y se muestran con su valor de coeficiente de variación (± CV). 
(-): Solvente, sin actividad citotóxica a concentración de 0.6% 
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CITOTOXICIDAD DE LOS CUATRO COMPUESTOS EN LA LÍNEA CELULAR CaLO
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CITOTOXICIDAD DE LOS CUATRO COMPUESTOS EN LA LÍNEA CELULAR  HeLa
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CITOTOXICIDAD DE LOS CUATRO COMPUESTOS EN LA LÍNEA CELULAR 
K-562

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9
CONC.(mcM)

%
 IN

H
IB

IC
IÓ

N
 D

E 
LA

 P
R

O
LI

FE
R

A
C

IÓ
N

 C
EL

U
LA

0

R

compuesto I compuesto II compuesto III compuesto IV DMSO
 

 
Figura 12. Porcentaje de inhibición de la proliferación de las líneas celulares tumorales: CaLo, 
Hela y K-562, tratadas con los cuatro nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina a diferentes 
concentraciones (µM) durante 48h de exposición. Se muestra el control basal del disolvente 
DMSO (0.6 µM). Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes y 
realizados por sextuplicado. 
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CITOTOXICIDAD DE LOS CUATRO COMPUESTOS EN LA LÍNEA CELULAR MCF-7
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CITOTOXICIDAD DE LOS CUATRO COMPUESTOS EN LA LÍNEA CELULAR 
SW480
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CITOTOXICIDAD DE LOS CUATRO COMPUESTOS EN LA LÍNEA CELULAR 
SW620
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Figura 13. Porcentaje de inhibición de la proliferación de las líneas celulares: MCF-7, SW-480 y 
SW-620, tratadas con los cuatro nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina a diferentes 
concentraciones (µM) durante 48h de exposición. Se muestra el control basal del disolvente 
DMSO (0.6 µM) Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes y 
realizados por sextuplicado. 
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El compuesto con la mayor actividad citotóxica (mayor inhibición celular a 

menor concentración) fue el compuesto III, cuya característica es el grupo cloro (-

Cl) en el carbono C-3 del sustituyente de anilina y una cadena 

dietilpropilendiamina en el núcleo de tiazoloquinolina, que esta en la posición 9 del 

anillo de tiazolo[5,4-b]quinolina con un valor de IC50% de 7.46 μM sobre la línea 

celular HeLa. 

 En cuanto a los compuestos II y IV que solo difieren en el grupo ciano (–

CN) en las posiciones de carbono C-3 y C-4, respectivamente, su citotoxicidad 

estuvo en un rango de 11.53 a 19.65 μM y 12.88 a 29.15 μM para cada caso 

(Tabla 3). 

 Para el compuesto I con un grupo carboxilo (-OCCH3)  en el carbono C-3 del 

anillo de tiazolo[5,4-b]quinolina y que difiere de los otros tres derivados en que la 

cadena lateral es corta de tipo metil-tio, presentó una baja toxicidad, no 

observándose la CI50 a la concentración máxima empleada de 80 μM. 

 Con estos resultados es de inferirse que existe una estrecha relación en 

cuanto a la estructura – actividad citotóxica de la modificación de esta nueva serie 

de compuestos. 

 Para poder determinar la sensibilidad de alguna línea celular hacia algún 

derivado se hizo la comparación entre los mismos para cada línea celular que se 

utilizó; encontrándose en la mayoría de los casos que la línea K-562 de leucemia 

fue la mas sensible al compuesto III (con el grupo Cl en C-3), seguido del 

compuesto II como se observa en la figura 14. 

 Así mismo se observó que de las líneas celulares evaluadas, la línea K-562 

de leucemia fue la más sensible a los 4 compuestos y en particular todas las 

líneas fueron más sensibles al compuesto III, seguido del compuesto II. Figura 13 

y tabla 3. 

Para poder determinar la sensibilidad de alguna línea celular hacia los nuevos 

derivado se hizo la comparación del efecto en el porcentaje de inhibición de cada 

compuesto respecto de las seis líneas celulares, como lo muestra la figura 15. 
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  Comparación de IC50 de los nuevos derivados de Tiazolo[5,4-

b]quinolina en las diferentes líneas celulares tumorales humanas
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Figura 14. Valores de IC50% obtenidos en la prueba de reducción de MTT de los cuatro derivados 
para cada una de las líneas celulares tumorales humanas empleadas. Para el compuesto I no se 
observó la IC50% en el rango de concentraciones evaluado. Los resultados son el valor promedio 
obtenido ± D.E., por triplicado. 
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CITOTOXICIDAD DEL COMPUESTO II, 
EVALUADO EN SEIS LINEAS CELULARES HUMAS
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CITOTOXICIDAD DEL COMPUESTO III, 
EVALUADO EN SEIS LINEAS CELULARES HUMAS
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EVALUADO EN SEIS LINEAS CELULARES HUMANAS
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Figura 15. Citotoxicidad del compuesto I, II, III y IV en las seis líneas celulares tumorales 
humanas. Los resultados de cada determinación son el promedio ± D.E por sextuplicado. 
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14.2 ENSAYO DE TUNEL 
 Las líneas celulares empleadas fueron HeLa y K-562 (Figura 16 y 17), 

previa exposición al compuesto III, que presentó la mayor actividad, la 

concentración empleada en ambos casos fue la IC50 que fue de 10 μM. Los 

resultados muestran que tanto la línea celular HeLa como K-562 que fueron 

expuestas al compuesto III presentan fragmentación de su ADN desde las 

primeras 12 horas de tratamiento. La exposición a Taxol revela fragmentación 

similar al compuesto III, también a partir de las 12 primeras horas de exposición y 

se hace más evidente la fragmentación a las 20 horas de exposición como ocurre 

con el compuesto III. La fragmentación se logra observar debido al marcaje 

fluorescente de color amarillo-verdoso intenso, en donde al microscopio se aprecia 

la condensación de cromatina nuclear. También se ven fragmentos celulares que 

muy probablemente sean cuerpos apoptóticos en mayor proporción para el 

compuesto III que para el Taxol y el control disolvente, esto puede ser atribuido a 

una mayor sensibilidad de la línea celular tumoral por el compuesto III, haciéndolo 

más tóxico en el periodo de tiempo y concentración evaluado, lo que no 

necesariamente quiere decir que es más eficaz que el Taxol, ya que éste se 

encuentra en menor concentración que el compuesto III. Los resultados se 

muestran en las figuras 15 y 16 para el tratamiento de ambas líneas. 
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Fragmentación de ADN inducido por el compuesto III en la línea celular HeLa 

(Aumento 20X). 
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Figura 16. (A): Observación al microscopio con aumento 20X de tinción mediante técnica de TUNEL en línea 
celular HeLA. Control disolvente DMSO (0.6%), Control positivo: Taxol (0.25µM), compuesto III (10 µM). Se 
observa la inducción de fragmentación de ADN en las primeras 20h de exposición al fármaco, así como 
también la formación de cuerpos apoptóticos. (B): Observación al microscopio aumento 40X del tratamiento 
con el compuesto III en comparación con la tinción control del kit de la técnica de TUNEL, el control negativo 
no contiene la enzima terminal transferasa, mientras que el control positivo de células del kit si la contienen, 
como se observa en la imagen. Los resultados mostrados en ésta figura son representativos de tres 
experimentos independientes. 
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Fragmentación de ADN inducido por el compuesto III en la línea celular K-562 

(20X). 
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Figura 17. (A): Observación al microscopio con aumento 20X de tinción mediante la técnica de TUNEL en 
línea celular K-562. Control disolvente DMSO (0.6%), control positivo: Taxol (0.25 µM), Compuesto III (10µM). 
Se observa la inducción de fragmentación de ADN en las primeras 20h de exposición al fármaco, así como 
también la formación de cuerpos apoptóticos. (B): Observación al microscopio con aumento 40X del 
tratamiento con el compuesto III en comparación con la tinción control del kit de la técnica de TUNEL, el 
control negativo no contiene la enzima terminal transferasa, mientras que el control positivo de células del kit 
si la contienen como se muestra en la imagen. Los resultados mostrados en ésta figura son representativos de 
tres experimentos independientes. 
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14.3 MORFOLOGÍA CELULAR 
 El examen microscópico de la línea celular HeLa se llevó mediante tinción 

con eosina/hematoxilina que como complemento a la técnica de TUNEL, mostró 

una marcada alteración en la morfología de su membrana nuclear y citoplasmática 

en las primeras 20 horas; después se fue perdiendo la adhesión celular, se 

observó condensación de la cromatina, formación de posibles  cuerpos 

apoptóticos de manera generalizada en las seis líneas celulares, de lo que se 

podría sugerir que el compuesto III induce una muerte tipo apoptótica. 

 Al microscopio de luz, estas posibles células apoptóticas se observaron 

como células pequeñas, hipereosinófilas, de citoplasma redondeado u oval con o 

sin material nuclear basófilo. El citoplasma en fases más avanzadas aparece 

disminuido, que varían de tamaño considerablemente. La cromatina aparece como 

masa densa hiperbasófila.  

 En el citoplasma hay agregación de filamentos intermedios apenas 

perceptibles, formación de grumos de lo que seguramente podrían ser proteínas 

ribosomales, agrupación concéntrica de retículo endoplásmico rugoso, las células 

con abundante citoplasma forman prolongaciones muy prominentes. Finalmente 

se observa que estos organelos se separan para formar los fragmentos 

denominados cuerpos apoptóticos como se ejemplifica en la figura 18. 

 Durante el paso del tiempo es probable observar en las células control (sin 

tratamiento), morfología de muerte por apoptosis debido a que al estar en un 

medio in vitro, los nutrientes del medio se terminan y el espacio físico para el 

crecimiento de las células esta limitado para poder seguir desarrollándose, lo 

anterior origina que se desencadene el mecanismo de muerte por apoptosis y 

eventualmente el cultivo celular muere, esto ocurre en un periodo de tiempo 

aproximado de 48h. 
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Figura 18. Apoptosis, esquema comparativo con la Necrosis. 
Al centro: célula normal. Abajo, signos de necrosis; Arriba: cambios nucleares de la 
apoptosis con cuerpos apoptóticos. Nótese la conservación de organelos en apoptosis. 

 

14.4. Efecto en la morfología en células HeLa tratadas con el compuesto III. 
 Para tratar de elucidar el tipo de muerte que inducen estos nuevos 

compuestos sobre las líneas celulares evaluadas se llevó a cabo un análisis 

morfológico al microscopio de luz de la línea celular HeLa tratada con el 

compuesto III a 10 µM que resulto ser el más activo, para así poder observar su 

efecto en la morfología celular. La tinción se hizo con eosina/hematoxilina que 

como complemento a la técnica de TUNEL, mostró una marcada alteración en la 

morfología de su membrana nuclear y citoplasmática en las primeras 20 horas; 

después se fue perdiendo la adhesión celular, se observó condensación de la 

membrana, formación de posibles cuerpos apoptóticos, es decir que se observa 

desintegración de las células, lo que hace inferir que estos compuestos inducen 

una muerte tipo apoptótica. 
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 Al microscopio de luz, estas posibles células apoptóticas se observaron 

como células pequeñas, hiper eosinófilas, de citoplasma redondeado u oval con o 

sin material nuclear basófilo. El citoplasma en fases más avanzadas aparece 

fragmentado, que varían de tamaño considerablemente. La cromatina aparece 

como masa densa hiperbasófila. 

 En el citoplasma hay agregación de filamentos intermedios apenas 

perceptibles, formación de grumos de lo que seguramente podrían ser proteínas 

ribosomales, agrupación concéntrica de retículo endoplásmico rugoso, las células 

con abundante citoplasma forman prolongaciones muy prominentes. Finalmente 

se observa que estos organelos se separan para formar los fragmentos 

denominados cuerpos apoptóticos.  
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Los resultados observados en comparación con Taxol del cual se sabe induce 

muerte celular por apoptosis son similares. Ver figura 19. 
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Figura 19. Tinción con Hematoxilina/Eosina. Tinción en la línea celular HeLa tratada con el 
compuesto III a una concentración de 10 µM. Se muestra el comparativo con el control de solvente 
DMSO y el control positivo con Taxol a 0.25 µM. Aumento 40X. 
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15.0 DISCUSIÓN 

En el presente trabajo, se evaluó la actividad biológica (inhibición de la 

proliferación celular) de 4 nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas mediante 

pruebas biológicas in vitro, utilizando líneas celulares tumorales humanas. Los 

resultados obtenidos se discuten a continuación. 

Se determinó la IC50 de los cuatro derivados; con base en los valores 

obtenidos y las diferencias estructurales de los compuestos, se observa que los 

compuestos con mayor actividad son el II, III y IV, cuya característica común es la 

cadena dietilpropilendiamina (grupo alquilamino) y un sustituyente anilino en el 

anillo B, cuyo valor de IC50 fue más pequeño en comparación con el compuesto I 

que no presenta ésta cadena como sustituyente en el anillo de tiazolo (tabla 3), 

como sustituyente en el anillo de tiazolo y, con base a los resultados obtenidos no 

presentó actividad citotóxica relevante a las diferentes concentraciones utilizadas 

en las líneas celulares tumorales. 

La presencia de la cadena dietilpropilendiamina como sustituyente en el 

anillo de tiazolo, sugiere importancia relevante para presentar actividad citotóxica 

en las líneas celulares como también el trabajo de Álvarez Ibarra y colaboradores 

muestra que de la síntesis que realizaron de los primeros derivados de tiazolo[5,4-

b]quinolinas con presencia de un sustituyente alquilamino (dietiletilendiamino), 

mostraron mayor actividad citotóxica de dichos compuestos respecto a los que no 

lo contenían(4). Posteriormente Lira Rocha y col. Al sintetizar las dos primeras 

generaciones de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas con base a estudios 

moleculares señalaron lo mismo y lo comprobaron realizando estudios de 

actividad citotóxica. (69) 

En el presente trabajo, la evaluación de la actividad biológica in vitro de los 

cuatro nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas, reafirma la importancia de la 

cadena alquilamino sobre la inhibición de la proliferación celular de las líneas 

tumorales humanas. Los compuestos que contienen esta cadena alquilamino 

presentaron mayor actividad citotóxica con valores de 7.46 – 29.15 µM (tabla 3). 

Adicionalmente, otra características estructural de los nuevos derivados es 

la presencia de grupos funcionales en el grupo anilina del anillo B de 
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tiazoloquinolina: Nitrógeno en posición meta para el compuesto II, Cloro en 

posición meta para el compuesto III y Nitrógeno en posición para en el compuesto 

IV; de los cuales el compuesto III presentó valores de IC50 menores en 

comparación con los derivados II y IV. El grupo –Cl en el anillo de anilina parece 

contribuir a la actividad citotóxica del compuesto (tabla 3). 

Para el compuesto I que no contiene la cadena alquilamino y a pesar de 

tener el grupo anilino con un sustituyente carboxílico (-COCH3), no presentó 

actividad citotóxica considerable. Lo anterior sugiere que la combinación de los 

sustituyentes alquilamino y anilina con la presencia del grupo Cloro, sugieren ser 

importantes para favorecer la actividad citotóxica sobre líneas celulares tumorales 

humanas y también en cuanto su potencia si comparamos el compuesto III 

respecto al II y IV (tabla 3). Es decir que los grupos electroatractores en el grupo 

anilina favorecen la actividad citotóxica, lo cual es soportado por los trabajos de 

Lira Rocha y col. (40) 

En general se observó que los nuevos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina 

con la presencia del grupo alquilamino (dietilpropilendiamina) presentaron más 

actividad citotóxica que aquellos que no la contienen como el compuesto I y, que 

dicha actividad se ve favorecida en aquellos compuestos adicional al sustituyente 

alquilamino presentan el grupo cloro en el sustituyente anilina, como lo es el 

compuesto III. 

El carácter lipofílico de los compuestos, hace que sean menos susceptibles 

a la resistencia a fármacos como por ejemplo mediada por las P-glicoproteínas 

(proteínas de membrana que actúan como mediadoras de extracción de 

sustancias tóxicas para la célula, disminuyendo la concentración de los fármacos 

en el interior de la célula tumoral), ya que dicha característica hace que 

rápidamente difundan a través de la membrana celular, alcanzando altas 

concentraciones intracelulares sin tener efecto significativo en la mediación de  

resistencia a fármaco, los niveles de expresión de P-glicoproteína (75). En el caso 

del compuesto I, pudiera pensarse que algún mecanismo de resistencia de este 

tipo podría estar relacionado, ya que es una molécula con una cadena alquilamino 

corta en comparación a los otros tres derivados. 
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Así mismo se observó que de las líneas celulares tumorales humanas 

utilizadas, la más sensible a los nuevos derivados de tiazoloquinolina fue K-562 

con los valores en general más bajos de IC50. El compuesto III que resultó ser el 

más activo con valores de IC50 más bajos, tuvo la mayor potencia sobre la línea 

celular HeLa con un valor promedio de 7.46 µM. La importancia de que un 

compuesto presente mayor actividad citotóxica sobre un(os) tipo(s) de línea celular 

tumoral humana podría representar utilidad en la terapia clínica antitumoral de 

algún tipo de cáncer específico. 

El mecanismo de acción mediante el cual éste tipo de compuestos induce la 

inhibición de la proliferación celular y que estructuralmente son parecidos a la 

amsacrina, se ha descrito por las características estéricas y electrónicas de la 

molécula, donde dicha actividad se puede atribuir a un mecanismo de 

intercalación del compuesto en el ADN de la célula inhibiendo la enzima 

topoisomerasa II por formación de un complejo terciario Fármaco-DNA-Enzima, lo 

que imposibilita a la célula su replicación, llevándola a muerte celular por 

apoptosis. 

La bibliografía reporta que compuestos heterocíclicos con estructura planar 

y largos en cuanto a cadenas alquilantes, como es el caso de los nuevos 

derivados evaluados en el presente trabajo, favorece la intercalación al ADN (cuya 

intercalación en algunos casos puede ser reversible) y presentar actividad 

citotóxica. Algunos autores (31), refieren que en estudios in-vitro de relación 

estructura – actividad, el tipo de enlace entre la topoisomerasa II y el ADN parece 

ser importante para la actividad citotóxica de los fármacos, aunque en algunos 

casos, ésta interacción fármaco-ADN no es condición suficiente para mostrar 

actividad antitumoral, parece que para el caso de los nuevos derivados de 

tiazoloquinolina no es el caso. Los resultados muestran una correlación entre la 

estructura – actividad sobre el efecto citotóxico en las líneas celulares humanas, 

confirmándose que cambios en el núcleo de tiazolo[5,4-b]quinolina confieren 

mayor o menor actividad citotóxica como lo muestra la determinación de la CI50. 

 

 Como objetivo del presente trabajo también se planteó conocer la posible 

inducción de las características de muerte celular programada (muerte por 
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apoptosis), por lo que se seleccionó el compuesto III que presentó la mayor 

actividad citotóxica de los cuatro nuevos derivados y se comparó con el fármaco 

antineoplásico Taxol, usado en la terapia oncológica como control positivo de 

inducción de apoptosis. 

 Se realizaron dos técnicas para el análisis de la inducción de muerte por 

apotósis: la observación al microscopio de los cambios morfológicos de las células 

después de ser expuestas a los cuatro nuevos derivados (tinción con 

hematoxilina-eosina), donde se observó daño celular similar al inducido por el 

taxol (figura 19), el tipo de muerte celular por apotosis que lleva a la fragmentación 

del ADN se corroboró también mediante la técnica de TUNEL donde fue posible 

apreciar la formación de los cuerpos apotóticos característicos de éste mecanismo 

de muerte. Respecto al Taxol, los efectos del compuesto III fueron similares y se 

observan ligeramente menos rápido que dicho fármaco. 

 Con los resultados obtenidos se puede sugerir que estos nuevos derivados 

de tiazolo[5,4-b]quinolinas inducen muerte celular por apotósis. 

El uso potencial de algún tipo de compuestos como agentes terapéuticos, 

hace necesario conocer los requerimientos moleculares que intervienen o 

determinan su actividad biológica, de ahí la pertinencia de los estudios de 

estructura- actividad. 

En el caso particular de estos derivados, los resultados servirán para 

deducir la relación entre la estructura y la actividad citotóxica que permitan nuevas 

estrategias de síntesis de modificación estructural. Como por ejemplo, el 

reconocimiento de los estudios hechos por Spicer y colaboradores donde refiere 

que sustituyentes pequeños en la posición 5 de derivados de núcleo de 

carboxiamido acridinas, incrementaba la potencia citotóxica de los compuestos 

evaluados (75,86). 

Debido a que el efecto citotóxico de los compuestos tipo acridina depende 

tanto del hecho de su intercalación en el ADN como de su interacción molecular 

directa con las enzimas topoisomerasas I y II (en la formación del complejo 

enzima-fármaco-ADN) es importante hacer notar que la estructura de los 

derivados es importante a nivel de interacción estereoquímica. 
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Estudios de relación estructura – actividad de Zurisaddai y colaboradores 

reportan que la potencia citotóxica es mayor en aquellos compuestos con 

sustituyentes que no favorecen la deslocalización de la carga positiva del núcleo 

de acridina (el cual determinaron esta protonado a pH fisiológico), incrementando 

así la densidad de carga positiva del mismo. La presencia de este tipo de 

sustituyentes bien podría aumentar la fuerza del complejo de transferencia de 

carga que se forma entre los pares de bases y la molécula de acridina intercalada, 

reforzándose con ello la interacción con el ADN (75,86). También dicho grupo de 

investigadores reportan que la hidrofobicidad de los sustituyentes de acridina, 

parece no ser determinante para la actividad citotóxica de los compuestos 

estudiados, pero sí para su difusión a través de la membrana celular. Lo anterior 

esta de acuerdo con la mayoría de los estudios de relación estructura actividad 

(QSAR) que se han realizado sobre acridinas; además de que indican que la 

actividad citotóxica de algunos análogos de acridina ya estudiados, está 

relacionada con el tamaño y la capacidad deslocalizante de carga positiva de los 

sustituyentes. 

Como se mencionó previamente y con base en los resultados observados, 

es posible que el principal mecanismo de acción de los nuevos derivados de 

tiazoloquinolina para llevar a muerte celular por apotósis las células tumorales, sea 

el de la inhibición de la topoisomerasa II, no se debe descartar la probabilidad de 

que exista(n) otro(s) mecanismo(s) de citotoxicidad presentes, como por ejemplo 

el estrés oxidativo mediado por especies reactivas de oxígeno (EROS) que se 

pueden generar durante alteración del equilibrio de transporte de electrones en la 

mitocondria mediado por la enzima NADPH oxidasa donde cataliza la reacción de 

transformación del oxígeno presente en el citosol al anión superóxido O2
- y anión 

Hidroxilo OH- que puede dañar el DNA (28). 

Estos nuevos derivados sin duda son prometedores en primera instancia 

por su origen razonado y su posible aplicación en modelos de regresión tumoral in 

vivo lo que podría contribuir en la búsqueda de nuevos fármacos como nuevos 

agentes antitumorales con menores efectos adversos como los usados 

actualmente en la terapia oncológica. 
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16.0 CONCLUSIONES 
 

Se determinó la actividad biológica de cuatro nuevos derivados de 

tiazolo[5,4-b]quinolina en líneas celulares tumorales humanas, encontrándose que 

inhiben la proliferación celular. 

 

La potencia citotóxica fue mayor en aquellos compuestos con sustituyentes  

Cl y –CN en el anillo de anilina, y que a su vez tienen una cadena alquilamino en 

el carbono C-2 del núcleo de tiazoloquinolina, por lo que estas características 

estructurales favorecen la actividad citotóxica. 

 

El compuesto III (Cl en C-3 del grupo anilina) fue el más activo para todas 

las líneas celulares tumorales humanas y la línea celular K-562 de leucemia fue la 

más sensible a los cuatro compuestos. 

 

 El estudio de los cambios morfológicos observados al microscopio 

mostraron cambios características de una muerte inducida por apoptosis como 

son alteración en la membrana nuclear y citoplasmática, condensación de la 

cromatina, formación de grumos en citoplasma y compartamentalización de la 

célula (formación de posibles cuerpos apotóticos). 

 

Los resultados del ensayo de TUNEL, sugieren que el compuesto III induce 

una muerte celular por apoptosis en las primeras 20 h en las líneas celulares K-

562 y HeLa, de lo cual también se deduce que estos derivados interaccionan con 

el ADN, fragmentándolo muy probablemente por la estabilización de la ADN 

topoisomerasa II. 
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