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1. ABREVIATURAS 

Abs 
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oc 
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DS 
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g 
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M 

MC 
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Ácido desoxiribonucléico 
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grados centígrados 
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ciclinas dependientes de cinasas 

Dióxido de carbono 
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dietilestilbestrol 

Medio Tagle modificado de Dulbecco 

dimetil sulfóxido 

Desviación estándar 

Especies reactivas de oxigeno 

gramos 

Fase del ciclo celular que se encuentra entre en el espacio 

en la división celular y la síntesis de ADN 

Fase del ciclo celular que se encuentra en el espacio entre 

entre la síntesis de ADN y la división celular 

horas 

ácido clorhídrico 

Ácido N-(2-hidroxietil)piperazin N' -(2-etanosulfónico ) 

Peróxido de hidrógeno 

Concentración del compuesto que produce 50% de inhibición del 

crecimiento celular. 

Fase del ciclo celular durante la cual se dividen las células 

Muerte celular 
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mg 
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SOO 
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miligramos 
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microlitos 

micromolaridad 
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Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio 
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Nitrógeno liquido 

Forma reducida de la nicotinamida adenina dinuc1eótido 

Forma reducida de la nicotinamida adenina dinuc1eótido fosfato 

Hidróxido de sodio 

nanómetros 

Solución amortiguadora de fosfatos pH=7.4 

Solución amortiguadora de fosfatos con ácido etilendiamino 

Tetraacético 

revoluciones por minuto 

Fase del ciclo celular durante la que se realiza la sintesis de AON 

Superóxido dismutasa 

porciento 
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2. RESUMEN 

El cáncer es una enfermedad causada por diversos factores tanto físicos, químicos y 

biológicos que no ha mostrado una disminución en su incidencia en los últimos 

años27
,S9,67,80. Esta enfermedad resulta de la alteración genética de los oncogenes y de los 

genes supresores tumorales42
,S8,8l,86,lOS, lo que conlleva a la transformación de las células 

normales a células autónomas que proliferan sin control y que pueden generar metástasis 

d 1 . l . . 2 IS 101 104 en otras partes e cuerpo Si e proceso contmua' , , . 

Los métodos no quirúrgicos con los que se cuenta para el tratamiento de este padecimiento 

son principalmente la radioterapia y la quimioterapia. La quimioterapia tiene como objetivo 

atacar selectivamente al proceso metabólico implicado en la condición patológica39
, sin 

embargo existen algunas barreras para el tratamiento, tales como la heterogeneidad 

biológica y la resistencia de muchas células a los agentes convencionales contra el cáncer, 

por lo anterior la búsqueda de nuevos compuestos con actividad antitumoral es de gran 

relevancia39,s6. 

Se sabe que el nifurtimox, compuesto derivado del nitrofurano, induce un incremento en la 

velocidad respiratoria y una liberación de H20 2, por lo que el mecanismo mediante el cual 

actúa es generando estrés oxidativo razón por la cual este compuesto fue utilizado en el 

tratamiento de la enfermedad de Chagas, pero la venta de nifurtimox fue descontinuada ya 

que no produjo las ganancias esperadas además de ser tóxico para el hospedero, por lo que 

fue retirado del mercado I3,23,24,6I,68. 
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Dentro de las estrategias para la cura del cáncer se encuentra la búsqueda de compuestos 

tóxicos por lo que, aprovechando las propiedades de los derivados de este tipo de 

compuestos, a partir del año 2001 el grupo de investigación de la Dra. Pozas 

HorcasitasI3,24,89 sintetizó, una serie de amidas a,~-insaturadas derivadas del furano 

utilizando como molécula líder al nifurtimox. 

En el presente trabajo se determinó la actividad citotóxica de 9 compuestos de esta serie 

en las líneas celulares CaLo, C-33, HeLa, de cáncer de cérvix humano, K-562, de leucemia 

MCF-7, de cáncer de mama humano y SW480, de cáncer colorrectal humano. 

De las 9 amidas a,~-insaturadas derivadas del furano 7 presentaron actividad citotóxica en 

la mayoria de las líneas celulares tumorales. En términos generales se observó que las 

amidas a,~-insaturadas derivadas de furano que tienen un grupo N02 en Rl y en R2 un 

anillo aromático con sustituyentes electroatractores resultaron tener mayor actividad 

citotóxica. Los compuestos 1 y 2 son los mas activos, ya que presentan una ICso más 

pequeña, en un intervalo de 5 - 31 JlM para el ( 2E)-N-(3-nitrobenzyl)-3-(5-nitro-2-

furyl)acrylamide) (compuesto 1) donde la ICso para la línea celular K-562 resultó ser de 

5.8± 0.7 ~M Y entre 3 - 20.2 JlM para el (2E)-3-(5-nitro-2-furyl)-N-[3-

(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide (compuesto 2) donde la ICso para la línea celular C-33 

resultó ser de 3.6±0.1 JlM . 

Basados en el hecho de que diversos fármacos anticancerigenos inducen arresto del ciclo 

celul~I .SO,54.72,82, se llevaron a cabo experimentos de citometria de flujo con el objeto de 

determinar si los compuestos ( 2E)-N-(3-nitrobenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide) 
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(compuesto 1) Y el (2E)-3-(S-nitro-2-furyl)-N-[3-(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide 

(compuesto 2) inducen efectos sobre la distribución del ciclo celular, encontrándose que 

ambos compuestos inducen un arresto transitorio en la fase S a las 24 y 48h, así como la 

aparición de una población celular con un contenido de ADN menor a 2n previo a la 

población de GO/G 1 a las 24, 48 Y 72h de tratamiento, lo cual es sugerente de una muerte 

por apoptosis3,7,37 . 
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3. OBJETIVOS 

Objetivo general. 

• Evaluar el efecto cito tóxico de nuevos compuestos amidas a,~-insaturadas 

derivados del furano en diversas líneas celulares tumorales humanas. 

Objetivos particulares. 

• Determinar la concentración inhibitoria 50 (le50) de las amidas a,~-insaturadas 

derivadas del furano. 

• Evaluar el efecto de las amidas a,~-insaturadas derivadas del furano sobre la 

distribución del ciclo celular. 
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4.ffiPÓTESIS 

• Se ha demostrado que compuestos derivados del furano presentan actividad 

citotóxica por lo tanto se espera que las nuevas amidas (l,~-insaturadas derivadas del 

furano también presenten actividad citotóxica. 
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5. ANTECEDENTES TEÓRICOS 

5.1 CÁNCER 

El cáncer es un problema de salud pública a nivel mundial. Según cifras de la Organización 

Mundial de la Salud, cada año se registran cerca de 10 millones de nuevos casos, de estos 

casi la mitad pertenecen a países en desarrollo y aproximadamente 5 millones de personas 

mueren anualmente22
,79. En México, el cáncer es una de las enfermedades con mayor tasa 

de mortalidad en la población (13%) registrándose para el año 2001 alrededor de 54 843 

defunciones nacionales por el Instituto Nacional de Estadística, Geografía e Informática 

(INEGI)22 , siendo los órganos más afectados: pulmón, útero, cérvix, mama, colón y 

prostata 79. 

Aunque con frecuencia se considera como una sola enfermedad, el cáncer es realmente una 

serie compleja de enfermedades que afectan a un amplio rango de células y tejidos. La 

primera conexión entre cáncer y la genética se propuso a principios del siglo XX55
,86, y esta 

idea ha servido como una de las bases en la investigación sobre esta enfermedad. En la 

actualidad se reconoce al cáncer como una anomalía genética en el ámbito celular, que 

implica la mutación de varios genes44
,86,94 . Muchos de estos genes actúan normalmente 

suprimiendo o estimulando la continuidad del ciclo celular, entre otros procesos, y la 

pérdida o inactivación de estos genes da lugar a una división celular descontrolada que 

conducen a la formación de tumores 42,44,55,86,94. Los factores ambientales y los virus juegan 

también un papel importante en las alteraciones genéticas que son necesarias para 

transformar células normales en cancerosas, por lo que el mejor modelo para explicar el 

origen de esta enfermedad es el multifactorial 27,59,67,80,105. 
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El paso inicial para que una célula normal pueda generar cáncer es la alteración de un gen, 

que participa en la regulación del ciclo celular, por medio de mutaciones, aumento o 

disminución en la expresión o por fallas en el metabolismo del ADN27,81 , Aunque se sabe 

que la adquisición de una mutación es un paso inicial importante, no es suficiente para 

generar la enfermedad, pues esta es un proceso molecular y celular dependiente del tiempo 

y de otras mutaciones por lo que pueden pasar varios años antes de que las células expresen 

modificaciones fenotípicas86, 105, excepto para el caso del cáncer causado por virus 

altamente oncogénicos 25,30,80, 

Debido a que las células cancerosas pierden la capacidad para regular su propio crecimiento 

y división, pueden desarrollarse dando lugar a tumores malignos. Para que un tumor crezca 

necesita librar ciertas barreras como, limitación por el tejido adyacente,reducción de la 

cantidad de nutrientes, factores de crecimiento y oxígeno. La falta de oxígeno, genera un 

estado de hipoxia, lo que favorece la formación de nuevos vasos sanguíneos mediante un 

proceso llamado angiogénesis, el cual puede ser un indicador del potencial invasivo de las 

células tumorales a tejidos vecinosI5,10I ,I04. 

Para que ocurra la diseminación y establecimiento de las células tumorales desde su sitio de 

origen a otro, estas tienen que separarse del tumor primario y entrar en el sistema 

circulatorio sanguíneo o linfático con el fin de transportase. Para alcanzar una nueva 

localización, las células tumorales pasan a través de la capa de células epiteliales que 

revisten el interior de la pared del capilar ( o vaso linfático) y penetran en la matriz 

extracelular adyacente, aquí las células metastásicas segregan enzimas (metaloproteinasas) 
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que digieren las proteínas de los cimientos membranosos, creando agujeros a través de los 

cuales se pueden desplazar y entrar en un nuevo tejido para establecer el tumor secundario. 

Este proceso, llamado metástasis, es a menudo la principal causa de muerte en los pacientes 

con cancer2,15,lOl,I04. 

5.1.1. CARCINOGÉNESIS QUÍMICA 

Las sustancias químicas que pueden causar cáncer son llamadas carcinógenos químicos, y 

d· 'd'd di" . . 356010 son IVI I os en os cases: genotoxlcos y no genotoxlcos ' , . 

Carcinogénesis química genotóxica. 

Los carcinógenos químicos genotóxicos son compuestos biológicamente activos debido a 

su estructura química, estos son usualmente agentes electrofilicos que interactúan 

directamente y específicamente con macromoléculas celulares (ADN)35,lO, debido a esto 

son capaces de causar mutaciones en los genes supresores tumorales y los proto-

oncogenes60,lO. 

Es conocido que la carcinogénesis química ocurre en varias etapas: la iniciación, la 

promoción y la progresión35,lO. 

La iniciación de la transformación maligna de una célula normal por un agente 

carcinógeno, se refiere al daño que ejerce este al interactuar con el ADN, o por eventos 

epigenéticos que modulan la expresión génica sin que reaccione directamente con las bases 

del ADN. Si la alteración en el ADN no se corrige esta etapa es irreversible y se dice que la 

célula se ha iniciado I0,35,60. 
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Después de que la célula sufre un cambio genotípico y fenotípico debido a un daño en el 

ADN, comienza la promoción en donde se da una expansión c10nal de las células iniciadas 

bajo la influencia de promotores; tales como ésteres de forbol , fenobarbital, 

pentaclorofenol, sacarina, sustancias que no generan genotoxicidad por sí mismas, sin 

embargo actúan como mitógenos para el tipo celular transformad035. Este proceso a 

diferencia de la iniciación es reversible si el agente promotor se deja de producir o 

La fase de progresión es la transición de las células iniciadas hasta el fenotipo maligno, lo 

cual sucede por efecto de la promoción y la inestabilidad genómica de las células. Este 

proceso puede durar varios años en el humano y conduce al desarrollo de una 

heterogeneidad celular dentro de un tumor 10,32,35. La evolución del proceso neoplásico se 

representa en la figura l . 

Carcinogénesis química no genotóxica. 

Los carcinógenos no genotóxicos son un grupo de sustancias químicas como la 

ciclosporina, el 1,1, l-tricolor-2,2-bis-(p-clorofenil)etano (DDT), el dietilestilbestrol (DES), 

etc; los cuales inducen la formación de tumores por vías que difieren de la interacción 

d· 1 ADN325861 D· h . . l· . . d bal uecta con e ' '. IC os mecarusmos mc uyen mmunosupreSlOn, es ances 

hormonales, interferencia con los mecanismos de señalización para la transducción y la 

expresión de genes que están involucrados en la regulación del crecimiento y diferenciación 

celular, provocando que las células respondan a señales proliferativas por más tiempo del 

que lo hacen normalmente32,33,60,1O. En 1993, Swenberg determinó que este aumento en la 
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proliferación de las células causado por los carcinógenos no genotóxicos esta relacionado 

con la inducción del cánce~4 . 

Otros mecanismos mediante los cuales actúan los carcinógenos no genotóxicos son la 

generación de sustancias oxidantes o aumento en la activación metabólica de carcinógenos 

químicos, así como por acción cocarcinogénica 32,33,81. Un cocarcinógeno es un agente que 

administrado de manera conjunta o antes de un carcinógeno, incrementa la formación de 

tumores, como el dióxido de silicio que en combinación con benzo[a]pireno, presentan un 

comportamiento de cocarcinógeno para la formación de tumores de la laringe, traquea y 

pulmones en animales de experimentaciónIO
,81 . Un comportamiento similar lo presentan los 

polvos de asbestos y el hábito de fumar IO
,33. 

Célula normal 

Agentes químicos, 
fisicos y biológicos 

------... Célula preneoplásica 

Iniciación 

- Apoptosis reducida 
- Activación de oncogenes 
- ¡nactivación de genes 
supresores tumorales 

Célula neoplásica 

P 

- Expansión c10nal 
- Agentes irritantes 
- Carcinógenos no 
genotóxicos 

Progresión 

r 
o 
m 

o 
c 

ó 
n 

Neoplásia maligna ... 41------------ Neoplásia benigna 

- Alteración genética 
- Heterogeneidad c10nal 
- Angiogénesis 
- Metástasis 

Figura 1.- El proceso neoplásico es multietapas, multifactorial y al azar. Una célula normal puede convertirse 
en neoplásica por su interacción con agentes fisicos, biológicos o qulmicos, lo cual inicia a la célula y le 
confiere una mayor probabilidad de malignización. Al promoverse la división celular la célula iniciada forma 
un foco neoplásico benigno, el cual puede progresar hasta un fenotipo maligno esta promoción no es 
controlada por las células tumorales y cualquier ventaja fenotípica es un proceso totalmente aleatorio. 
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5.1.2. LA QUIMIOTERAPIA DEL CÁNCER 

El cáncer es considerado como una enfermedad prevenible en la medida en que sus causas 

y factores de riesgo conocidos puedan evitarse. Se estima que de 30 a 40% de los cánceres 

anuales en el mundo pueden evitarse reduciendo el consumo de tabaco, propiciando 

cambios en los hábitos alimenticios y en la actividad fisica al mismo tiempo que se 

mantenga un peso corporal adecuad059
. 

Muchos de los cánceres son curables a través de la aplicación de los tratamientos adecuados 

que combinan cirugía, radioterapia y quimioterapia, los cuales han permitido mejorar de 

manera sustancial la calidad de vida de los pacientes, disminuyendo y abatiendo la 

mortalidad59
. 

Aunque la cirugía continúa siendo la principal arma terapéutica, actualmente se ha logrado 

que esta sea menos agresiva, lo cual se debe en gran medida al empleo de la radioterapia, la 

cual puede eliminar o disminuir la masa tumoral con gran precisión. No obstante, esa forma 

de terapia es local y solo tiene efecto si las células malignas se encuentran localizadas 

dentro del campo irradiado, por lo tanto es ineficaz para combatir la metástasis 48,36a,59. 

La quimioterapia, que es la tercera arma con la que se cuenta para combatir los diversos 

tipos de cáncer, puede ser curativa o paliativa, teniendo como objetivo, atacar las 

diferencias bioquímicas existentes entre el proceso neoplásico y las células normales con el 

fin de interferir lo más selectivamente con la enfermedad43
,48. 

La mayoría de los fármacos citotóxicos actúan sobre células en proliferación, por lo que se 

formuló la hipótesis de que los tumores con alta división celular son más susceptibles al 
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tratamiento, al igual que los tejidos con alto recambio como la piel, medula ósea, folículos 

pilosos y epiteli05,12,24. Sin embargo esto no es aplicable para todos los casos, ya que 

algunos tumores de alta proliferación son insensibles al tratamiento y algunos de lento 

crecimiento son sensibles a este36
a, 19. 

En un principio se pensó que la forma en la que los fármacos citotóxicos disminuían el 

tamaño del tumor era por necrosis, no obstante, actualmente se sabe que es la muerte 

celular programada el mecanismo por el cual las células tumorales mueren, aunque algunos 

fármacos inducen necrosis a concentraciones elevadas y apoptosis a concentraciones 

bajas34,57. 

Algunos de estos fármacos como el paclitaxel, vinblastina, vincristina metotrexate, 

hidroxiurea, actúan sobre una fase específica del ciclo celular, sin embargo, existen otros 

como los agentes a1quilantes, análogos y antagonistas hormonales que no son específicos 

de alguna fase ya que causan daño inespecífico al ADN o a que inhiben la síntesis de 

proteínas necesarias para la proliferación36aYb, 41. 

5.1.3 MECANISMOS DE ACCIÓN DE FÁRMACOS ANTINEOPLÁSICOS 

a) Agentes a1quilantes: La quimioterapia contra el cáncer nació al estudiar las 

acciones biológicas y químicas de las mostazas nitrogenadas, las cuales 

reaccionan sobre los grupos nucleofilicos del ADN, principalmente en el 

átomo de nitrógeno 7 de la guanina lo que permite la formación de pares de 
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bases anómalas con timina; los agentes alquilantes bifuncionales causan una 

unión de tipo covalente entre las dos cadenas de ADN. Entre los efectos 

fannacológicos más importantes que presentan estos agentes son la 

alteración de mecanismos que intervienen en la proliferación celular, en 

particular la síntesis de ADN y la división celular. Aunque estos fármacos 

no actúan sobre una fase específica del ciclo celular, se observa mayor 

sensibilidad al final de la fase G 1 Y en la fase S. Ejemplos de este tipo de 

fármacos son la mecloretamina, bisulfán y clorambuci¡36ayb.41 . 

b) Antimetabolitos: Estos compuestos interfieren con la producción de ácidos 

nucleicos, ya que pueden inhibir la producción de desoxirribonucleosidos 

trifosfatos, precursor inmediato de la síntesis del ADN, dando como 

resultado la inhibición del proceso de replicación, otro mecanismo por el 

cual pueden prevenir la síntesis de nucleósidos trifosfatos, es debido a que 

algunos antimetabolitos poseen una estructura similar a las purinas o 

pirimidinas por lo que pueden sustituir a estos nucleósidos en la rutas 

anabólicas de los nucleótidos. Los derivados nucleótidos de estos 

antimetabolitos no solo inhiben la formación de precursores normales si no 

que pueden ser utilizados como sustratos y ser incorporados dentro del 

ARN o ADN con el propósito de generar citotoxicidad . En este grupo se 

incluyen los antagonistas de folato, de aminoácidos, de purinas y pirimidinas 

los cuales actúan en la fase S del ciclo celular. Ejemplo de antagonistas del 

folato es el metotrexato, de las pirimidinas el 5-fluorouracilo, de las purinas 

la 6-mercaptopurina y de los aminoácidos la azaserina36a y b.41 . 
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c) Inhibidores de las topoisomerasas 1 y Il : Estos agentes estabilizan la unión 

de un complejo de topoisomerasa 1 ó Il con el ADN causando rupturas de 

una o de las dos hebras dependiendo de la enzima que se trate. Estos 

inhibidores actúan en las fases S y G2. Ejemplos de los inhibidores de la 

topoisomerasa 1 son la captotecina y el topecan, para la topoisomerasa II el 

'd l 'd 41 etoposl o y e tenoposl o . 

d) Antibióticos antitumorales: Provienen de la bacteria del género Streptomyces 

y presentan la característica de intercalarse entre las bases nitrogenadas de 

ADN de forma horizontal debido a fuerzas de Van der Waals, puentes de 

hidrógeno e interacciones iónicas, esto causa la inhibición de la síntesis de 

RNA Y ADN además algunos presentan la propiedad de formar radicales 

libres de oxígeno que originan la ruptura de las cadenas de ADN. Ejemplos 

de este tipo de fármacos son la actinomicina D, la daunorrubicina y las 

bleomicinas A2 Y B2
41

. 

e) Inhibidores de la mitosis : Se incluyen en este grupo los alcaloides de la 

vinca tales como vinblastina y vincristina, así como el taxol, estos productos 

se unen específicamente a los dímeros n, P de la tubulina que forman los 

microtúbulos del aparato mitótico, provocando una detención de la división 

celular en metafase 36ayb.41. 
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El mecanismo sobre la tubulina se puede clasificar en dos tipos. Los agentes 

despolimerizantes tales como vinblastina y vincristina y agentes 

polimerizantes como es el caso del paclitaxel, el cual posee efectos 

farmacológicos peculiares como inhibidor de la mitosis. Los efectos 

celulares del paclitaxel son dependientes de la dosis y tiempo de tratamiento 

y son: inhibición de la proliferación, centrosomas mitóticos con arreglos de 

microtúbulos no asociados con el centrosoma, incremento en la 

concentración de tubulina posiblemente por la inducción de la expresión de 

esta, resistencia a la despolimerización y apoptosis. El paclitaxel causa que 

los microtúbulos no sean funcionales y sostiene un bloqueo entre la 

vecindad de las fases metafase y anafase de la mitosis 368,41. 

t) Agentes hormonales: Se sabe que el crecimiento de tumores primarios y 

secundarios en órganos sexuales como ovarios, mamá y próstata, son 

dependientes de hormonas estrogénicas y/o androgénicas, debido a que los 

carcinomas de estos órganos exhiben requerimientos hormonales para que 

estos puedan seguir creciendo; por lo que la inhibición de la biosíntesis de 

hormonas ofrece un método como tratamiento para este tipo de tumores. 

Existen diferentes mecanismos para llevar a cabo lo anterior como la 

administración de agonistas de hormona liberadora de gonadotropina, con 

antiandrógenos, o compuestos que actúan como inhibidores competitivos de 

la unión del estradiol a receptores de estrógenos lo cual induce un cambio en 

el receptor al unirse al elemento reactivo del estrógeno en ADN. Ejemplo de 

este tipo de fármacos son el tamoxifen y la nafodixina36b
,41. 
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5.2. CICLO CELULAR Y CÁNCER 

La capacidad de una célula para reproducirse es quizás la propiedad fundamental de la vida. 

Para que un organismo pueda crecer, tres eventos deben de ocurrir: la masa celular debe 

aumentar, el material genético debe ser duplicado y el proceso de división debe ocurrir, 

asegurando que cada célula hija reciba un complemento genético igual e idéntico para 

asegurar la perpetuación de la estirpe celular 17,21,94 .En los organismos, la ocurrencia de 

estos eventos de manera ordenada y progresiva constituyen el ciclo celular17
,44,94 

Resumiendo lo esencial, el ciclo celular progresa desde la fase G 1 período que sigue a una 

división celular y es previo a la síntesis o replicación del ADN. Durante este tiempo, la 

célula dobla su tamaño y masa debido a la continua síntesis de todos sus componentes 

como resultado de la expresión de los genes que codifican las proteínas responsables de su 

fenotipo particular. Hay células que pueden parar su progresión hacia la división en este 

estadío y permanecer durante días, meses o años en estado de reposo, en lo que se ha 

denominado fase G021
,44,94 . La fase S (de "Síntesis" del ADN) corresponde al tiempo (6-8 

h) durante el cual se replica el ADN. Cada cromosoma pasa a tener dos cromátidas, es 

decir, dos moléculas de ADN de cadena doble, que son copia una de la otra44
,94. El Período 

comprendido entre la finalización de la replicación del ADN y el inicio de la división es la 

fase G2. 

En la fase G2 las células se preparan para la escisión en dos células hijas durante la mitosis. 

La mitosis es un proceso continuo de eventos nucleares y citoplásmicos, que incluye cinco 

fases: profase, metafase, anafase, telofase y citocinesisI7,25,42,99. 
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Existen de manera general tres puntos de control durante el ciclo celular: uno se encuentra 

al final de G I en el que la célula comprueba que ha generado la masa celular necesaria para 

seguir adelante y comenzar la síntesis de ADN y, también, que las condiciones ambientales 

son favorables como son la presencia de nutrientes, sales y temperatura adecuada; y de 

factores que induzcan crecimient021 ,25.94; otro punto de control se encuentra al final de G2, 

antes de entrar a mitosis en el que la célula debe comprobar dos condiciones antes de 

dividirse: que ha duplicado la masa de modo que puede dar lugar a dos células hijas, y que 

ha completado la replicación del ADN44.94. El último punto de control se encuentra entre la 

transición metafase-anafase y aquí se checa el correcto alineamiento de los cromosomas en 

el plano ecuatorial antes de producirse la segregación de las cromátidas hermanas. Las 

moléculas centrales de la regulación del ciclo celular, entre otras, son los complejos 

ciclina-CDK ( cinasas dependientes de ciclinas) las cuales controlan el avance del cicl025.94. 

Se sabe que las células cancerosas pierden el control sobre el ciclo celular y proliferan 

rápidamente, debido a esto en los últimos años las investigaciones sobre el control genético 

del ciclo celular han sido de gran importancia para el estudio de la biología del cáncer, por 

lo que se han identificado y caracterizado genes implicados en su regulación, los cuales 

pueden actuar normalmente deteniendo la división celular o aquellos genes que 

normalmente funcionan promoviendo la división celular42.44.86.94. La primera clase, 

llamados genes supresores de tumores, regulan el ciclo celular de forma negativa 

inhibiendo la división celular. Si estos genes quedan completamente inactivados o se 

pierden por mutación, se pierde el control sobre la división celular y la célula comienza a 

proliferar de un modo incontrolad021.42.44. 
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Los genes que regulan de forma positiva el ciclo celular son los llamados protooncogenes, 

que funcionan normalmente promoviendo la división celular. Los protooncogenes se 

denominan oncogenes cuando se encuentran alterados y estos inducen o mantienen una 

proliferación celular incontrolada asociada con el cáncer42.44
• 

5.3. APOPTOSIS 

Los animales multicelulares necesitan eliminar células que están en exceso o que son 

potencialmente peligrosas; para llevar a cabo esto, las células utilizan un programa 

molecular exclusivo para este fin. Tan importante como la división celular y la migración 

celular, la muerte celular programada (MCP), que ocurre bajo condiciones fisiológicas, 

permite al organismo mantener la homeostasis controlando el número de células y el 

tamaño de los tejidos35.76. 

El hecho de que la MCP esté bajo el control de un programa genético específico, implica 

que la célula tiene una participación activa en su destrucción. No fue hasta 1972 que Willie 

y Kerr formalizaron la existencia de una MCP a la cual le acufiaron el término de 

"apoptosis" ( del griego arcaico apo-TEO-sis, que se refiere a la "caída natural de las hojas 

- ,,)9 25 35 d' fi di' b' '11 d 1 1 l' . en otono ", esta I ere e a necrosIs, tam len ama a muerte ce u ar pato oglca o 

accidental, ya que este proceso de muerte surge cuando una célula presenta un daño severo 

y pierde entre otras cosas la integridad de su membrana que la lleva a su muerte por 

lisis43.76.105. 

Apoptosis es usado frecuentemente como sinónimo de MCP, sin embargo poseen 

significados diferentes. MCP, se refiere al proceso de decisión que lleva a la 
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autodestrucción de la célula, mientras que muerte por apoptosis es un término descriptivo 

que se refiere a los procesos bioquímicos y cambios morfológicos que ocurren durante la 

muerte celular que resultan de la activación del programa de muerte3
,3S,7S,87 . 

En procesos biológicos como la metamorfosis, morfogénesis embriónica, mantenimiento de 

homeostasis de órganos y tejidos, desarrollo normal de los vertebrados y remoción de 

células auto inmunes, dañadas o viejas3
,4,29,3S,42,87, la apoptosis juega un papel crucial; sin 

embargo alteraciones en esta se han relacionado en condiciones patológicas, daños 

neurológicos secundarios a enfermedades neurodegenerativas, enfermedades 

cardiovasculares y cáncer4
,74,7S; en esta última, la desregulación de la apoptosis es un 

mecanismo fundamental para su desarrollo, participando desde las etapas iniciales de la 

carcinogénesis (transición de lesiones preneoplásicas a invasoras), en el fenómeno 

metastático y por supuesto en la respuesta a los tratamientos antineoplásicos, llámese 

radioterapia o quimioterapia3,4,74,7s. 

5.3.1. CAMBIOS MORFOLÓGICOS Y MOLECULARES DURANTE LA APOPTOSIS. 

Los procesos morfológicos y moleculares que ocurren durante la muerte por apoptosis, son 

claramente diferentes de los que acompañan a la muerte por necrosis. Las diferencias 

fundamentales entre estos dos tipos de MC se resumen en la tabla l. 
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bl O·ti . ti l ' . I I . . 3 42 43 74 75 8485 Ta a 1.- I erenclas mor o oglcas y mo ecu ares entre apoptosls y necrosIs ' , , , , , . 

Característica Apoptosis Necrosis 
Participación celular Activa, controlada por un Pasiva, carente de control 

programa genético genético 
Volumen celular Se reduce Aumenta 
Cromatina nuclear Condensación compacta Condensación laxa y 

(piknosis ), con marginación localización difusa 
nuclear 

Núcleo Fragmentado (karyorrhexis) Fragmentado 

ADN Fragmentación Fragmentación irregular, patrón 
internucleosomal, patrón de de barrido 
escalera 

Orgánulos Permanecen íntegros y no se Se hinchan y tienden a 
fusionan con lisosomas. fusionarse con liso somas 

Membrana celular Translocación de Conserva asimetría de 
fosfatidilserina de la capa fosfolípidos y se pierde la 
interna de la membrana hacia integridad 
la capa externa. 

Citoesqueleto Conserva estructura Se desorganiza 
Citoplasma Se conserva de los cuerpos Se vierte al espacio intersticial 

apoptóticos 
Activación de proteasas Familia de las caspasas Inespecífica y asociada a 

disfunción lisosomal 
Estrés oxidativo Presente desde etapas Presente sólo en etapas tardías 

tempranas 
Catabolismo lipídico Producción de ceramida y Activación inespecífica de 

metabolitos derivados. fosfolipasas. 
Reacción inflamatoria Ausente Presente 
Cicatrización Ausente Presente, a menudo con fibrosis 

5.4. AMIDAS a,p-INSATURADAS DERIVADAS DE FURANO. 

En 1976, Docampo R. Y Stoppani A. proponen que el Nifurtimox (Figura 2), compuesto 

derivado del nitrofurano, induce un incremento en la velocidad respiratoria y una liberación 

de H20 2 en las células por medio del siguiente mecanismo de acción (Figura 3)23,13,24,61 ,68 . 
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Figura 2.- Estructura química del nifurtimox. 

Nitro reductasa 

a) NAD(p)H + Ir ArN02 ~ ArN02' + NAD(Pt 

b) ArN02' + 02 ~ ArN02 + 02' 
SOO 

----.~ O2 + HO· + HO-

Figura 3.- Mecanismo de acción del Nifurtimox, en el que se observa la generación de derivados tóxicos de 
oxigeno. 

La primera reacción (a) que se presenta en este mecanismo, es la reducción del grupo nitro 

de los nitrofuranos por NADPH como donador de electrones en presencia de nitroreductasa 

fonnando, como primer producto, el anión radical nitrofurano ArN02· 13,24,89 • 

Bajo condiciones aeróbicas (b), el ión radical nitrofurano se oxida rápidamente por medio 

de oxígeno molecular para fonnar el anión radical superóxido Oto En la reacción (e) se 

ilustra la producción de peróxido de hidrógeno H202, a partir de dos aniones radical 
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superóxido en presencia de protones y superóxido dismutasa (SOD). A través de la reacción 

de un anión radical superóxido Ot con peróxido de hidrógeno H202 catalizada con Fe3
+ (d) 

se produce el radical libre hidroxilo, especie reactiva sumamente tóxica13,23 . 

El mecanismo mediante el cual actúa el Nifurtimox es generando estrés oxidativo, el cual 

se refiere a la generación incrementada de Ol (anión superóxido) y H20 2, razón por la que 

este compuesto fue utilizado en el tratamiento de la enfermedad de Chagas, pero la venta de 

Nifurtimox, único medicamento usado para esta parasitosis, fue descontinuada ya que no 

produjo las ganancias esperadas además de ser tóxico para el hospedero, por lo que fue 

retirado del mercado 1,13,23. 

Dentro de las estrategias para la cura del cáncer se encuentra la búsqueda de compuestos 

tóxicos, por lo que, aprovechando las propiedades de los derivados de este tipo de 

compuestos, a partir del año 2001 el grupo de investigación de la Dra. Pozas 

Horcasitas13
,24,89 sintetizó, una serie de amidas a,p-insaturadas derivadas del furano 

utilizando como molécula líder al nifurtimox. 

De esta serie son 9 los. compuestos (Figura 4) utilizados durante este trabajo experimental 

con la finalidad de determinar su posible potencial como agentes quirnioterapéuticos. 
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1) 2) 

(2E)-N-(3-nitrobenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (2E)-3-(5-nitro-2-furyl)-N-[3-(trifluoromethyl)benzyl)acrylamide 

3) 4) 

(2E)-N-(3-fluorobenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (2E)-N-(3-methylbenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide 

5) 6) 

(2E)-N-(secbutil)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (2E)-N-isobutyl-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide 

7) 8) 

(2E)-3-(2-furyl)-N-isopropylacrylamide (2E)-3-(2-furyl)-N-isobutylacrylamide 

9) 

(2E)-N-(tm-butyl)-3-(2-furyl)acrylamide 

Figura 4.- Estructuras de las 9 amidas a.j3-insaturadas de furano. 
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El mecanismo mediante el cual actúa la molécula líder, nifurtimox, es generando estrés 

oxidativo. Se sabe que cuando se genera estrés oxidativo, con una excesiva producción de 

EROS( especies reactivas de oxígeno), se provoca una muerte de tipo necrótica en la célula 

como resultado de un daño celular masivo asociado con peroxidación de lípidos y 

alteraciones de proteínas y ácidos nucleicos2
0,51,52,65. Para prevenir el daño oxidativo las 

células poseen un complejo sistema de defensa antioxidante, por lo que las células están 

bajo un continuo "estado oxidativo" y su supervivencia depende del balance entre EROS y 

antioxidantes 26,39,53 . 

Sin embargo, la posible implicación de EROS como moléculas de señalización en muertes 

más fisiológicas como MCP es un concepto reciente. Diversas observaciones que sugieren 

lo anterior son: 1) la adición de EROS o la disminución de antioxidantes pueden generar 

muerte celular, 2) MCP , puede ser retrasada o inhibida por antioxidantes, 3) El incremento 

intracelular de EROS esta asociado con MCP 12,64,92 . 

La MCP mediada por EROS es producida por la mitocondria, ya que estos modifican la 

permeabilidad de la membrana permitiendo la liberación de factores pro-apoptóticos 51,39. 

Algunos factores que generan estrés oxidativo en los seres humanos son: vida sedentaria, 

ejercicio fisico exhaustivo, muerte celular, dietas pobres en antioxidantes, humo de cigarro, 

fármacos anticancerígenos, etc20
,65,77. 

Recientemente la inducción de estrés oxidativo ha sido empleada en el tratamiento del 

cáncer como es la inyección intratumoral de la enzima glucosa oxidasa, la cual produce 
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H202, dentro de tumores sólidos, lo que retarda el crecimiento del mismo, similarmente el 

sistema hipoxantina / xantina oxidasa ha sido empleado en el tratamiento de carcinomas de 

células escamosas en conejos encontrando resultados similares2o, no obstante estos se 

encuentran en etapas tempranas de estudio y necesitan una mayor exploración antes de que 

puedan ser usados en el tratamiento de cánceres humanos, sin embargo la radiación 

ionizante y diversos quimioterapéuticos por ejemplo la bleomicina ejercen su citotoxicidad 

a través de EROSI 2, 36ayb,34. 

En 1966 Umezawa y colaboradores descubrieron un grupo importante de agentes 

antineoplásicos, obtenidos como producto de fermentación de Streptomyces verticillus, las 

bleomicinas (BLM), las cuales han despertado un gran interés por su notable actividad 

antitumoral contra carcinomas escamosos de cabeza, cuello y pulmones, linfomas y 

tumores testiculares, y por su novedosa capacidad de desdoblar ADN36a
yb,41 . 

Las BLM son glucopéptidos básicos hidrosolubles, los cuales causan degradación de ADN 

al interactuar con oxígeno y fierro. En presencia de oxígeno y un agente reductor, el 

complejo metal-fármaco se activa y actúa mecánisticamente en la forma de ferroxidasa, y 

de este modo transfiere electrones del hierro al oxígeno molecular para producir especies 

activadas de oxígeno. Las BLM se ligan al ADN a través de su péptido amino terminal y el 

complejo activado genera radicales libres que se encargan de la degradación del 

ADN36ayb,41. 
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5.5. TÉCNICAS PARA MEDIR VIABILIDAD CELULAR 

Los métodos para medir viabilidad celular son diversos; algunos se basan en la integridad 

de la membrana por exclusión o captura de colorantes (exclusión de azul de tripano, 

eritrosina; captura de diacetilfluoresceina) o por captura y retención de iones radioactivos 

(IC~+)14, 40. 

Sin embargo, los ensayos que se utilizan para medir la viabilidad de células después de su 

exposición a un compuesto citotóxico no pueden estar completamente basados en la 

integridad de la membrana, debido a que estos ensayos se realizan a tiempos dónde las 

células muertas podrían haber desaparecido a causa de una rupturaI4,40. En su lugar se 

utilizan ensayos indirectos que miden la capacidad de la célula para seguir realizando 

síntesis de ADN ( que se puede medir utilizando timidina}H), de proteínas ( por el método 

colorimétrico de sulforrodamina B, utilizando aminoácidos radioactivos) , la capacidad de 

realizar respiración aeróbica (ensayo del MTT), la capacidad de la célula de seguir 

proliferando después del tratamiento (ensayo clonogénico )40,91 . 

Estos ensayos in vitro presentan limitaciones debido a que la toxicidad que se mide es solo 

un evento celular además de ser sobreestimada en ocasiones y solo pueden ser extrapolados 

con precaución a situaciones in vivo14
. 
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5.5.1 TÉCNICA DEL MIT 

La técnica del MIT, descrita por Mossman en 1983, es una de las más utilizadas y provee 

una forma rápida y fácil de medir viabilidad celular después de un tiempo de exposición a 

un compuesto con posible actividad citotóxica y se basa en la capacidad de las células 

viables de reducir el bromuro de 3-( 4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MIT) 

(Figura 5), soluble en agua y de color amarillo, a un compuesto insoluble en agua y de 

color púrpura (formazán del MIT) (Figura 6) de este modo la reducción del MIT es 

directamente proporcional a la cantidad de células viables14
,40,69,91 . 

Utilizando homogeneizados de hígado de rata se descubrió que la reducción del MIT se 

lleva a cabo en la cadena respiratoria a nivel de la ubiquinona en conjunto con los 

citocromos b Y c; lo cual ocurre en la mitocondria; sin embargo no es este el único sitio 

donde se efectúa la reducción del MIT, puesto que este compuesto también acepta 

electrones de substratos reducidos y coenzimas tales como el NADH y NADPHI4
,69. 

Figura 5.- Estructura qulmica del Bromuro de 3-( 4,5-dimetilazol-4-4)-2,5-difeniltetrazolio. 
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NADH NAD+ 

Figura 6.- Reducción del MIT. La reducción se lleva acabo en el anillo tetrazolio el cual se abre y la amina 
cuaternaria se modifica a una amina terciaria 

5.6. CITOMETRIA DE FLUJO. 

La técnica de citometria de flujo fue desarrollada en la década de los años sesenta en los 

Estados Unidos y Alemania con la intención de representar un avance en el proceso de 

contar y medir el tamaño de partículas o células en poblaciones no homogéneas37
•
82

• 

El estudio del contenido de ADN y fases del ciclo celular por citometria de flujo ha sido 

una de las primeras y más empleadas aplicaciones de la citometria de fluj 0 21 .31 .82. 

Las células malignas, en algunos tumores humanos, poseen frecuentemente alteraciones en 

el ~ntenido del ADN que pueden detectarse por citometria de flujo; por otro lado se sabe 

que la mayoría de los fármacos anticancerígenos o compuestos con posible actividad 

antitumoraI inducen arresto del ciclo celular por lo que esta técnica es una herramienta para 

determinar como actúan37
•
82

• 
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Los fluorocromos que se usan para la cuantificación de ADN por citometria de flujo se 

clasifican en función de su mecanismo de unión. Los intercalantes como el bromuro de 

etidio, yoduro de propidio y naranja de acridina que se unen al material genético de doble 

cadena intercalándose entre dos bases; los de unión preferente a las bases de adenina

timina, como, DAPI y Hoescht y; por último, los de unión preferente a las bases de 

citosina-guanina, como la mitrarnicina, olivomicina y cromomicina A3 21,31 ,82. 

Las ventajas que proporciona esta técnica experimental es una elevada sensibilidad, 

velocidad de análisis y la posibilidad de realizar mediciones simultáneas sobre una sola 

célula etc21 ,31,82,94. 
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6. MATERIALES y METODOS 

6.1. LÍNEAS CELULARES EMPLEADAS. 

CALO: Células de carcinoma epidermal de cérvix humano, fueron aisladas de una paciente 

mexicana y posee la información del virus del papiloma humano 186
• 

C-33: Línea proveniente de adenocarcinoma de cérvix obtenido de una persona caucásica 

de 66 años. Esta línea forma tumores en ratones desnudos6
. 

HeLa: Células de carcinoma epidermal de cérvix humano, fueron aisladas de una paciente 

negra de 31 años de edad. Crece de forma adherente y posee la secuencia del virus del 

papiloma humano 18. Es la línea celular más ampliamente estudiada6
• 

MCF-7: Células de carcinoma de mama humano; presenta características diferenciales de 

las células epiteliales de mamífero, incluyendo su capacidad para procesar estradiol vía 

receptores de estrógeno citoplasmáticos. Proviene de una mujer caucásica de 69 años y 

puede contener la información del virus del papiloma B O C6
. 

SW480: Células de adenocarcinoma colorrectal y fue aislada por A. Leibovitz. Es 

tumorigenica en ratones desnudos y produce el antígeno carcinoembrionario. Su morfología 

es epitelial6
• 

K562: Células de leucemia mielogénica crónica humana, obtenida de la pleura de una 

mujer de 59 años en fase terminal6
. 
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6.2. SOLUCIONES 

A continuación se menciona el material, los reactivos y los procedimientos que se siguieron 
para preparar las soluciones. 

6.2.1. SOLUCiÓN DE MTT 

MTT(Sigma) 
PBS 

50mg 
10mL 

• Se pesó el MTT utilizando guantes debido a la toxicidad del compuesto. 

• Se hizo una solución 5mglmL de MTT en PBS utilizando un tubo Falcon como 
contenedor. 

• Se esterilizó por filtración usando membrana Millipore de O,22J.lM 

• Se cubrió el tubo con papel aluminio y se conservo en refrigeración. 

• La solución es estable durante un mes, después de este tiempo no se recomienda 
utilizar la solución. 

6.2.2. MEDIO DE CULTIVO 

Medio D-MEM (Gibco) 
Antibiótico-antimicótico (Gibco) 
HEPES(Sigma) 
L-Piruvato (Gibco) 
NaHC03 (Sigma) 

Agua desionizada 
Suero Fetal Bovino inactivado (Gibco) 

un sobre 
10mL 
2.2g 
IOmL 
3.7g 
c.b.p 900mL 
100mL 

• Se disolvió el contenido del sobre del medio de cultivo en 700mL de agua 

desionizada estéril, al igual que los complementos usando agitador magnético. 

• Se agregó agua desionizada estéril para completar 900mL 

• Se esterilizó el medio por filtración a través de membrana Millipore de 0.22 J.lM. 

• Se colocó una alícuota del medio de cultivo en una caja Petri estéril y se incubó 

a 31'C como control de esterilidad. 
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• Se tomo del medio de cultivo alícuotas y se colocaron en botellas de vidrio 

estériles, posteriormente se refrigeraron para su conservación. 

• Antes de usarse el medio se complementó con 10% de suero fetal bovino 

inactivado 

• No es recomendable usar este medio después de 30 días desde su elaboración 

6.2.3. PBS-EDTA 

NaCI (J.T.Baker) 
KH2 P04(Sigma) 
Na2 HP04 (Sigma) 
KCI (J.T.Baker) 
EDT A di sódico (Sigma) 
Agua destilada 

8.0g 
0.24g 
1.44g 
0.2g 
0.372g 
c.b.p 1000mL 

• Se disolvieron todas las sales en 900mL de agua desionizada. 

• Se aforo a un litro utilizando un matraz volumétrico y se homogeneizo la 
solución 

• Se ajustó el pH a 7.4 con NaOH o HCI diluido. 

• Se esterilizó en autoclave y se conservó a temperatura ambiente o en 
refrigeración. 

6.2.4. PBS 

NaCI (J.T.Baker) 
KH2 P04(Sigma) 
Na2 HP04 (Sigma) 
KCI (J.T.Baker) 
Agua destilada 

8.0g 
0.24g 
1.44g 
0.2g 
c.b.p 1000mL 

• Se procedió igual que para el PBS-EDTA 
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6.2.5. MEDIO DE CONGELAMIENTO 

Medio de cultivo 
Suero fetal bovino inactivada (Gibco) 
Glicerol estéril (Merck) 

80mL 
20mL 
l7.5mL 

• Se mezclaron todos los ingredientes en un matraz estéril hasta que la disolución 
fuera homogénea. 

• Se tomaron alícuotas de 20mL y se colocaron en recipientes estériles, 
posteriormente se conservaron en congelación a -20 Oc 

• Al momento de utilizarse se descongeló y se tomó la cantidad a usar y el 
sobrante se congeló nuevamente 

6.3. COMPUESTOS EMPLEADOS 

6.3.1. PREPARACIÓN DE SOLUCIONES DE LAS AMIDAS a ,p-INSATURADAS 
DEruVADASDE FURANO 

Se pesaron las siguientes cantidades de cada compuesto 

Compuesto 1=0.0012g Compuesto2=0.001Ig Compuesto 3=0.0013g 

Compuesto 4=O.001Ig Compuesto 5=0.0012g Compuesto 6=0.0014g 

Compuesto 7=O.OOI7g Compuesto 8=0.0012g Compuesto 9=O.OOllg 
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Se disolvieron en 50 IlL de DMSO y de estas soluciones se tomaron los volúmenes 

adecuados a fin de tener en los pozos las diferentes concentraciones a evaluar: 5, 10, 

20,40 Y 80 IlM. 

6.4. CITOTOXICIDAD 

6.4.1. MANTENIMIENTO DE LÍNEAS CELULARES. 

Todos los procedimientos se realizaron dentro de una campana de flujo laminar. El material 

utilizado en la manipulación del medio de cultivo o líneas celulares se encontraba estéril y 

limpio 

6.4.2. DESCONGELAMIENTO DE LAS LÍNEAS CELULARES. 

a) Se preparó el medio de cultivo D-MEM y se atemperó a 37 Oc aproximadamente. 

Posteriormente se colocaron 3.5 mL de medio de cultivo en una caja Petri de 5 cm 

de diámetro previamente rotulada. 

b) Se sacó un criotubo del banco de células contenidas en nitrógeno líquido (N2L) y se 

descongeló el contenido con agua tibia o con ayuda de la temperatura corporal. 

c) Se agregó el contenido del criotubo en la caja Petri y se distribuyó el contenido con 

movimientos circulares suaves. 
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d) Se incubó a 37 oC, 5% de CO2 por dos horas o hasta que las células se adhirieron a 

la superficie de la caja Petri una vez realizado esto, se cambio el medio de cultivo 

por medio fresco . 

6.4.3. PROPAGACIÓN DE LAS LÍNEAS CELULARES 

Se observó el cultivo celular en un microscopio invertido, después de su descongelamiento, 

con la fmalidad de observar el grado de confluencia el cual fue de 80-90%. 

Para subcultivar las células 

a) Se aplicaron movimientos circulares suaves a la caja Petri que contenía las células 

y el sobrenadante se decantó o se succionó con ayuda de una pipeta Pasteur. 

b) Se llevó a cabo un lavado con PBS-EDTA y se decantó una vez más el 

sobrenadante. 

c) Se adicionó PBS-EDT A para cubrir la monocapa celular formada en el fondo de la 

caja Petri y se incubó a 3rC por 5 ó 10 minutos. 

d) Concluido el tiempo de incubación se desprendieron las células con ayuda de una 

pipeta Pasteur vertiendo el PBS-EDT A sobre la monocapa celular hasta observar 

turbidez en la suspensión celular. 
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e) Se disgregaron las células desprendidas succionando y expulsando suavemente el 

PBS-EDT A hasta que se observa, por medio de un microscopio, que se tienen en su 

mayoría células individuales. 

f) Se adicionó una alícuota de la suspensión celular en una caja con medio de cultivo 

previamente atemperado a 37°C y se distribuyó uniformemente las células con 

movimientos circulares suaves. 

g) Se dejó que las células sedimentaran aproximadamente 10 minutos colocando la 

caja Petri sobre una superficie horizontal y plana, posteriormente se incubó a 37°C, 

5% de C02 y en atmósfera húmeda. 

6.4.4. CRIOPRESERV ACIÓN DE LÍNEAS CELULARES. 

La línea de cultivo que se requirió congelar debió poseer una confluencia alta y se 

realizaron los pasos a-f de la sección anterior, una vez hecho esto se procedió de la 

siguiente manera: 

a) La suspensión celular se colectó con una pipeta Pasteur y se colocó en un tubo de 

centrífuga. Se centrifugo la suspensión celular a 2000 r.p.m durante 5 mino 

b) Con el botón celular en el fondo del tubo, se decantó el PBS-EDTA y se 

resuspendió el botón con el PBS-EDT A residual con ayuda de suaves golpes al 

tubo. 
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c) Se adicionaron 4.5 mL de medio de congelamiento por cada caja de cultivo 

cosechada y se homogeneizó con pipeta Pasteur para lograr una suspensión celular 

uniforme 

d) Se tomaron alícuotas de lmL de la suspensión y se colocaron en criotubos. 

e) Se congelaron los criotubos en posición vertical a -70 Oc por 2-4 horas. 

f) Se introdujeron los criotubos en nitrógeno líquido. 

6.4.5. CONTEO CELULAR EN LA cÁMARA DE NEWBAUER. 

a) La cámara de Newbauer se limpió con etanol al 70% antes de ser usada, se secó y se 

colocó en una superficie horizontal. 

b) Se tomó una alícuota de la suspensión celular (aproximadamente 25flL) y se colocó 

en la cámara de Newbauer. 

c) Se dejó reposar unos minutos para que las células se sedimentaran (no más de 5 

mino Para evitar que la muestra se seque). 

d) Se colocó sobre el microscopio la cámara de Newbauer y se contaron las células 

localizadas en los 8 cuadrantes correspondientes a la cuenta de linfocitos siguiendo 

el siguiente criterio: De los 16 cuadros que comprenden cada cuadrante se tomara 

para contar en cada cuadro las células que estén dentro de él y si hay células que se 
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encuentren en los límites se toman dos lados de tal forma que formen una "L" 

invertida. Las células que se encuentren entre estos lados solamente se adicionan al 

cuadro que se estaba contando, esto con el fin de evitar que una célula se tome en 

cuenta para dos cuadros o más. 

e) Cuando se obtenga el promedio de las ocho cuadrículas se aplica la siguiente 

formula: 

Donde: 

S = Células en un mililitro de suspensión. 

P = Promedio de células encontradas en los 8 cuadrantes de la cámara de Newbauer. 

Al obtener el número de células por mL se puede calcular el volumen de suspensión 

adecuado para agregar en cada pozo aproximadamente 6000 células y realizar el 

ensayo de citotoxicidad. 

6.4.6. EXPOSICIÓN A LOS DIFERENTES COMPUESTOS 

Todos los procedimientos se realizaron dentro de la campana de flujo laminar excepto el 

conteo celular. Todo el material utilizado en la manipulación de medio de cultivo y líneas 

celulares fue estéril y limpio. Se contó con cultivos celulares de confluencia alta (> 80 %), 

y se realizó el siguiente procedimiento. 

a) Se atemperó el medio de cultivo y el PBS-EDTA 

b) Se decantó el medio de cultivo de la(s) caja(s) Petri que contiene(n) la línea celular. 
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c) Se agregó 3mL de PBS-EDrA para lavar las células y se decantó. El procedimiento 

se repitió dos veces más. 

d) Se agregó PBS-EDrA suficiente para cubrir las células y alcanzar 2-4 mm de altura 

aproximadamente en la(s) caja(s) Petri y se incubó de 10 a 15 minutos a 37 Oc , 5 % 

de C02 y en atmósfera húmeda. 

e) Posteriormente, con una pipeta Pasteur se resuspendió el PBS-EDrA para 

desprender las células que se encontraban adheridas. Se resuspendieron de 15 a 20 

veces más hasta que la suspensión fue homogénea y las células disgregadas en 

forma individual. 

f) Se realizaron las diluciones pertinentes con medio de cultivo, homogeneizando la 

suspensión celular y se contó la cantidad de células en la cámara de Newbauer. 

g) Se agregaron aproximadamente 6000 células por cada pozo en una placa de cultivo 

de 96 pozos utilizando un volumen de suspensión celular de 30 a 50 ~L por pozo. 

h) Se agregó medio de cultivo c.b.p 200 ~L, se rotuló la placa e incubó a 37 Oc , 5 % 

de C02 y en atmósfera húmeda por 24 horas. 
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i) Al ténnino de la incubación, se agregó el compuesto de prueba, el cual se diluyó 

con medio de cultivo de tal manera que se agregaron 50 ~L más por cada pozo para 

completar 250 ~L por pozo y así obtener la concentración deseada. 

j) Se incubó las placas de 96 pozos por 48 horas a 37 oC, 5 % de CO2 y en atmósfera 

húmeda. 

k) Al finalizar la incubación se midió la viabilidad celular por la técnica del MIT. 

6.4.7. TÉCNICA DEL MIT 

a) La placa de cultivo se invirtió rápidamente y se removió el medio de cultivo que 

contiene el compuesto, con esta técnica se ha observado que se pierde menor 

cantidad de células que por aspirado. 

b) Se adicionó 230~L de medio de cultivo fresco y atemperado en cada pozo y se 

agregó 20~L del reactivo de MIT a una concentración de 5mglmL. 

c) Se incubaron las células en contacto con la solución de MIT por un mínimo de 4 

horas. La reducción del MIT se llevó a cabo cuando se observa que el medio de 

cultivo se toma rojo oscuro. 

47 



d) Se removió el medio con MTI decantando la placa. 

e) Se resuspendieron los cristales de Formazan del MTI sedimentados en el fondo de 

cada pozo con 250J.1L de DMSO. 

f) Se leyeron las placas en un lector de Elisa con un filtro de 550nm. 

El porcentaje de células vivas se calcula con respecto a un control negativo utilizando 

la siguiente formula 

% inhibición = 100 * [ 1- (Abs muestra! Abs control) ] 

g) A aquellos compuestos que muestren un significante % de inhibición del crecimiento 

celular se les calculara el valor de ICso en las diferentes líneas celulares 

6.5. CITOMETRÍA DE FLUJO. 

6.5.1. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 

a) Se despegan las células tratadas y no tratadas con 4 mL de PBS-EDTA durante 10 

minutos y se pasan a tubos Falcon de 15 mL. 
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b) Se centrifugan las muestras a 2000 r.p.m durante 5 minutos. 

c) Se decanta totalmente el PBS-EDTA y se adiciona al paquete de células 5 mL de 

etanol al 70%. 

d) Se almacenan las células en suspensión a -20 oC, que es la temperatura de fijación. 

Las células fijadas deben utilizarse durante las siguientes dos semanas. 

e) Se centrifugan las células fijadas a 2500 r.p.m durante 5 minutos y el etanol se 

decanta. 

f) Posteriormente se adiciona SmL de PBS a los botones celulares y se centrifugan a 

2000 r.p.m durante Smin. 

g) Se decanta el PBS y se adiciona a los botones celulares 2mL de una solución de 5 

J.lg/mL de yoduro de propidio y Triton X-lOO . 

h) Se adicionan 10 J.lL de- ARNasa a una concentración de l mg/mL. 

i) Las muestras fueron analizadas en un citómetro de flujo (Becton Dickinson. San 

Jose. CA, USA) Y los datos fueron analizados con el programa Acqcyte (Phoenix 

Flow Systems, San Diego, CA, USA). 
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7. RESULTADOS 

7.1. CITOTOXICIDAD DE LAS AMIDAS (l,~-INSATURADAS DERIVADAS DE 
FURANO 

El cáncer es una enfermedad de alta incidencia a nivel mundial y en nuestro país ocupa un 

lugar importante dentro de las enfermedades de mayor índice de mortalidad22
,79. Una de las 

principales herramientas con las que se cuenta actualmente para su tratamiento es la 

quimioterapia36
a,59. Los fármacos que se utilizan poseen efectos adversos que pueden ser 

severos, costosos y no siempre se obtienen los resultados deseados. Otro de los problemas 

que se tiene con el tratamiento de quimioterapia, es el hecho de que algunos tumores 

presentan mecanismos de resistencia a fármacos36a,48,59, por estos motivos la búsqueda de 

nuevos compuestos con actividad antitumoral es de gran importancia. 

En este trabajo se evaluó la posible actividad citotóxica, de 9 amidas (l,~-insaturadas 

derivadas de furano. (Figura 4) . 

Estos compuestos se probaron en 6 líneas celulares tumorales, Calo, C-33 y He La (cáncer 

de cérvix humano), K-562 (leucemia mielogénica), MCF-7 (adenocarcinoma de glándula 

mamaria) y SW480 (adenocarcinoma colorrectall 

Los experimentos fueron llevados a cabo en placas de 96 pozos, en las cuales se 

colocaron 6000 células por pozo, y fueron incubadas por 24h, posteriormente se dejaron 

durante 48h en presencia de las diferentes concentraciones de las amidas (l,~-insaturadas 
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derivadas de furano. Como control positivo se utilizó el taxol a una concentración de 0.25 

JlM Y como control negativo se incubaron células en ausencia de los compuestos. 

Las amidas a,~-insaturadas derivadas de furano se disolvieron en DMSO como vehículo. 

Resultados previos de laboratorio demuestran que el DMSO tiene un efecto inhíbitorio 

sobre las líneas celulares utilizadas, por lo que la cantidad máxima de DMSO por pozo era 

menor o igual a 0.2%, para descartar que el efecto inhíbitorio sea debido al DMSO se 

realizó un control disolvente a una concentración de 0.2%. 

Con el objetivo de determinar la ICso de las diferentes amidas a,~-insaturadas derivadas del 

furano se realizaron las curvas de viabilidad celular en función de la concentración ( 5, 10, 

20,40 Y 80 JlM) , en las diferentes líneas celulares tumorales (Calo, Hela, C-33, K-562, 

MCF-7 y SW480) después de 48h de tratamiento. 

El (2E)-N-(3-nitrobenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (compuesto 1) presentó actividad 

citotóxica en todas las líneas celulares tumorales evaluadas a las diferentes concentraciones 

después de 48 horas de exposición. La línea celular K-562 resultó ser la más sensible con 

una ICso 5.8 J.iM , y la línea Hela le siguió en sensibilidad con una ICso 8.4 JlM (Tabla 2 y 

Gráfica 1). Por otra parte el compuesto 1 muestra una actividad citotóxica dependiente de 

la concentración hasta 40 J.iM en la mayoría de las líneas celulares, después de esa 

concentración no se observó aumento en la inhibición en la proliferación celular. En la 

línea celular MCF-7 la actividad citotóxica por efecto del compuesto 1 fue dependiente de 

la concentración hasta 80 J.iM. 
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Gráfica 1.- Actividad citotóxica del (2E)-N-(J-nitrobenzyl)-J-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (compuesto 1). Dicho 
compuesto se probó en las líneas celulares indicadas, la evaluación de la citotoxicidad se describe en la 
sección de la metodología 5.2.6.Los resultados fueron obtenidos a 48 h de exposición del compuesto. Estos 
resultados son el promedío de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado 

±DS. 
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El (2E)-3-(5-nitro-2-furyl)-N-[3-(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide (compuesto 2) al igual 

que el anterior compuesto presentó actividad citotóxica en todas las líneas celulares 

tumorales después de 48 horas de tratamiento (Gráfica 2). C-33 resultó ser la más sensible 

con una ICso de 3.6 ~M, siguiéndole Hela con una ICso de 5.3 ~M. 

El compuesto 2 presento una actividad citotóxica dependiente de la concentración hasta 20 

~M en las líneas celulares CaLo, HeLa, C-33 y K-562, después de esa concentración se 

alcanza una fase de meseta en el % de inhibición celular. En la línea celular SW480 la 

inhibición de la proliferación celular por efecto del compuesto 2 es dependiente de la 

concentración hasta 40 ~M. 
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Gráfica 2.- Actividad citotóxica del (2E)-3-(5-nitro-2-furyl)-N-[3-(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide (compuesto 2). 
Los resultados son obtenidos a 48 h de exposición del compuesto. Estos resultados son el promedio de tres 
experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado ± DS. 
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El (2E)-N-(3-fluorobenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (compuesto 3) al igual que los 

compuestos 1 Y 2 presentó actividad citotóxica en todas las líneas celulares tumorales, 

después de un periodo de tratamiento de 48 horas (Gráfica 3). De las líneas utilizadas C-33 

y Hela fueron las más sensibles con una IC50 de 9. 7 ~M Y 1 0.3 ~M respectivamente. 

Las líneas celulares SW480, MCF-7 y K-562 con el compuesto 3 presentaron inhibición en 

el crecimiento celular dependiente de la concentración hasta 20 ~M, después de esa 

concentración no se observó aumento en la actividad citotóxica, en la línea celular HeLa la 

concentración a la cual se alcanzó el efecto máximo fue a 40 ~, mientras que para la línea 

celular CaLo la actividad citotóxica fue dependiente de la concentración hasta la 

concentración máxima probada 80 ~. 
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Gráfica 3.- Actividad citotóxica del (2E)-N-(3-0uorobenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamidc (compuesto 3). Dicho 
compuesto se probo en las lineas celulares indicadas, la citotoxicidad se probó como se describe en la sección 
de la metodologia 5.2.6 .. Los resultados son obtenidos a 48 h de exposición del compuesto. Estos resultados 
son el promedio de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado ± OS. 
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El (2E)-N-(3-methylbenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (compuesto 4) presentó 

actividad citotóxica en todas las líneas celulares tumorales, excepto en Calo, (Gráfica 4). 

De las líneas celulares tumorales HeLa resultó ser la más sensible con una IC50 de 7.6 ~M 

y C-33 con una lC50 de 13.9 ~M. 

En la línea celular Calo la concentración del compuesto 4 a la que se alcanzó el efecto 

máximo fue a 10~, mientras que para C-33, HeLa, K-562 y MCF-7 fue a 40 ~M. Para la 

línea celular SW480 la actividad citotóxica fue dependiente de la concentración hasta 

80~. 
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Gráfica 4 .- Actividad citotóxica del (2E)-N-(3-methylbcnzyl)-3-(5-nitro-2-fiuyl)acrylamidc (compuesto 4). Dicho compuesto 
se probo en las lineas celulares indicadas, la citotoxicidad se probó como se describe en la sección de la 
metodologla 5.2.6 .. Los resultados son obtenidos a 48 h de exposición del compuesto. Estos resultados son el 
promedio de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado ± DS. 
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El (2E)-N-(secbutil)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (compuesto 5), presentó actividad 

citotóxica en todas las líneas celulares tumorales, excepto Calo. Como se puede observar de 

los resultados obtenidos, las líneas Hela y K-562 fueron las más activas con lCso de 

1l.l¡.tM Y 10.5 ¡.tM (Gráfica 5). 

Las líneas celulares CaLo, C-33, HeLa, K-562 y SW480 presentaron con el compuesto 4 

inhibición en la proliferación celular dependiente de la concentración hasta 40 ¡.tM, 

mientras que para la línea celular MCF-7 el efecto máximo se alcanzó hasta 80 ¡.tM. 
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Gráfica 5.- Actividad citotóxica del (2E)-N-(I-<:thylpropyl)-3-(S-nitro-2-furyl)acrylamide (compuesto S) . Dicho compuesto se 
probo en las lineas celulares indicadas, la . citotoxicidad se probó como se describe en la sección de la 
metodología 5.2.6 .. Los resultados son obtenidos a 48 h de exposición del compuesto. Estos resultados son el 
promedio de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado ± OS. 
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El (2E)-N-isobutyl-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (compuesto 6), presentó actividad 

citotóxica en todas las líneas celulares tumorales excepto en Calo. La línea celular más 

sensible fue C-33 con una ICso de 8.6 ~M. 

La línea celular C-33 con el compuesto 3 presentó un efecto máximo en la inhibición del 

crecimiento celular a 20 ~, después de esta concentración alcanza una fase de meseta, 

mientras que para CaLo, HeLa y SW480 fue a 40 ~M. Por otra parte las líneas K-562 y 

MCF-7 presentaron inhibición del crecimiento celular dependiente de la concentración 

hasta 80 ~. 
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Gráfica 6.- Actividad citotóxica del (2E)-N-isobutyl-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (compuesto 6). Dicho 
compuesto se probo en las lineas celulares indicadas, la citotoxicidad se probó como se describe en la sección 
de la metodologla 5.2.6 .. Los resultados son obtenidos a 48 h de exposición del compuesto. Estos resultados 
son el promedio de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado ± OS. 
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El (2E)-3-(2-furyl)-N-isopropylacrylarnide (compuesto 7), presentó actividad citotóxica en 

todas las líneas celulares tumorales excepto en Calo, siendo la mas sensible C-33 con una 

ICso de 19.6 ~M Y una inhibición en la proliferación celular dependiente de la 

concentración hasta 40 ~M. 

Para las líneas celulares HeLa y K-562 la inhibición en la proliferación celular fue 

dependiente de la concentración hasta 40~, mientras que para MCF-7 y SW480 fue hasta 
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Gráfica 7.- Actividad citotóxica del (2E)-3-(2-furyl)-N-isopropylacrylamide (compuesto 7). Dicho compuesto 
se probo en las lineas celulares indicadas, la citotoxicidad se probó como se describe en la sección de la 
metodología 5.2.6 .. Los resultados son obtenidos a 48 h de exposición del compuesto. Estos resultados son el 
promedio de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado ± OS. 
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Las diferentes concentraciones a las cuales se probó él (2E)-3-(2-furyl)-N-

isobutylacrylamide (compuesto 8) no fueron suficientes para alcanzar un % de inhibición 

mayor al 50% a excepción de la línea celular K-562. En este caso se obtuvo una leso de 

54.9 !1M y la inhibición del crecimiento celular fue dependiente de la concentración hasta 

80 !1M. 
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Gráfica 8.- Actividad citotóxica del (2E)-3-(2-furyl)-N-isobutylacrylamide (compuesto 8). Dicho compuesto 
se probo en las lineas celulares indicadas, la citotoxicidad se probó como se describe en la sección de la 
metodologla 5.2.6 .. Los resultados son obtenidos a 48 h de exposición del compuesto. Estos resultados son el 
promedio de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado ± OS. 
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El (2E)-N-(tert-butyl)-3-(2-furyl)acrylamide (compuesto 9) evaluado en las diferentes 

líneas celulares tumorales como se muestra en la gráfica 9, resultó menos activo que los 

compuestos anterionnente mostrados. 
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Gráfica 9.- Actividad citotóxica del (2E)-N-(tert-butyl)-3-(2-furyl)acrylamide (compuesto 9). Dicho 
compuesto se probo en las lineas celulares indicadas, la citotoxicidad se probó como se describe en la sección 
de la metodologla 5.2.6 .. Los resultados son obtenidos a 48 h de exposición del compuesto. Estos resultados 
son el promedio de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado ± OS. 
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluación de la actividad cito tóxica, se 

observa que la mayoría de los compuestos excepto el compuesto 8 y 9 mostraron actividad 

citotóxica en las diferentes líneas celulares evaluadas. De manera general se puede observar 

que la línea celular menos sensible a los compuestos (4-9) fue Calo. 

Tabla 2.- Detenninación de la ICso (J.IM) para las amidas a,p-insaturadas derivadas de 
furano en diferentes líneas celulares tumorales. 

Comp. Estructura C-33 CaLo HeLa K-562 MCF-7 SW480 
ICso llM ICso llM ICso llM ICso JJM ICso llM ICso JJM 

~~&>«o 19.7±OA 22 A± 1.5 8.4±O.1 5.8±O.7 31.8±1.5 15.7±0.6 
1 o 

~ 3.6±O.1 19.7±1.5 5.3±O.1 20.2±0.3 11.9±0.7 l2.7±0.3 
.4 H ~ CF 

2 o • 
o 

~ 9.7±O.8 53.8±0.7 10.3±0.1 73.8±0.9 66.8±0.7 18.9±1.3 
3 o 

~ 
13.9±2.2 >80 7.6±O.1 35.l±0.8 23.7±0.8 64.3±0.6 

4 
o 

~ 16.l±0.7 >80 11.1±0.2 1O.5±0.6 24.2±0.6 27.6±OA 
5 o 

~ 8.6±1.3 >80 24.2±OA 38.l±O.l 23.8±0.8 29.1±0.5 
6 o 

~~ 19.6±0.5 >80 21.5±0.7 22.7±0.1 27.9±1.3 63.8±0.6 
7 o o y 

~~~ >80 >80 >80 54.9±1 A >80 >80 
8 o 

~~y >80 >80 >80 >80 >80 >80 
9 o 
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Por otra parte también se observa que los compuestos l y 2 fueron los más activos en todas 

las líneas celulares evaluadas con ICSO(sl de 3.6 hasta 31.8 flM. Así como en el caso de los 

compuestos 5 Y 6 que presentaron una ICso desde 8.6 hasta 38.1 ¡.tM en 5 de las 6 líneas 

celulares evaluadas, 10 que sugiere que existe sensibilidad y selectividad celular y por lo 

tanto estos compuestos pueden ser potencialmente utilizados en terapias contra diferentes 

tipos de cáncer. 

7.2. CITOMETRlA DE FLUJO PARA LAS AMIDAS (l,~-INSATURADAS DE 
FURANO. 

Basados en el hecho de que diversos fármacos anticancerígenos inducen arresto del 

ciclo celula?l .so.54.72.82, se llevaron a cabo experimentos de citometría de flujo con el objeto 

de determinar si los compuestos ( 2E)-N-(3-nitrobenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide) 

(compuesto 1) Y el (2E)-3-(5-nitro-2-furyl)-N-[3-(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide 

(compuesto 2) inducen efectos sobre la distribución del ciclo celular 

Efecto del (2E)-N-(3-nitrobenzyl)-3-(S-nitro-2-furyl)acrylamide) (compuesto 1) en la 

línea K-562.-

Debido a que el compuesto 1 (2E)-N-(3-nitrobenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide) fue el 

mas potente en la línea K-562, se llevó a cabo el análisis del ADN, a 24,48 Y 72h a una 

concentración de 5.8 ¡.tM (lCso). 

El análisis del ciclo celular muestra un aparente arresto en la fase S donde el 

porcentaje de las células es de 61.5?-1o y 59.33% a las 24h y 48h respectivamente, este 

porcentaje disminuye a 45.01 % a las nh, mientras que la fase G2/M disminuyó de 38.96% 
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a las 24h a 25.44% a las 72h. Por otra parte la fase GI/GO aumento de 10.17% a 24h a 

26.06% a 72h (Gráfica 10) 

Por otra parte también se observó que el ( 2E)-N-(3-nitrobenzyl)-3-(5-nitro-2-

furyl)acrylamide) compuesto 1 indujo la aparición de una población de células con un 

contenido de ADN menor a 2n (subdiploide, sub 01) previo a la población de GO/01 a las 

24,48 Y 72h de tratamiento con 4.58, 10.54 Y 22.99 % de células, lo cual es sugerente de 

apoptosis3,7,37 (figura 7-D a 7-F y gráfica 10). 

Como control negativo se utilizó células K-562 tratadas con dimetilsulfoxido 

(DMSO) y como control positivo taxol. 

Control negativo.- En el control negativo como se observa en la figura 7-A,7-B y 

7-C , no se presentó un pico de la fase sub- 01 a los tiempos de exposición 24,48 y 72h. 

Control positivo taxol.- Como control positivo se utilizó taxol a una concentración 

de 0.25 11M. de acuerdo a la Figura 7-G, 7-H Y 7-1, se presentó un pico de la fase sub-01 

sugerente de un efecto apoptótico, en donde se observan 12.4% de células a las 24h de 

exposición y 38.25 % a las 48h; a las 72h no fue posible obtenerlo con el programa Acqcyte 

(Phoenix Flow Systems, San Diego, CA, USA). Sin embargo, en la figura 7-1 si se observa 

el pico de la fase sub-G l. En el histograma a las 24h de exposición (Figura 7-G) se observa 

un arresto del ciclo celular en la fase G2/M en donde se encuentran 76.95% de las células. 

A las 48h de tratamiento el porcentaje de células disminuyó a 16.79% en esta fase. Por otra 

parte se observa que las células en fase S disminuyeron de 13.68% a las 24h de tratamiento 
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a 4.76% a las 48h, mientras que el porcentaje de las células en la fase GI/GO a las 24h fue 

de 0.73% y a las 48h incrementó a 40.2%. 

Análisis del ADN en células C-33 tratadas con (2E)-3-(S-nitro-2-furyl)-N-[3-

(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide (compuesto 2).-

El análisis del ADN en células C-33 tratadas con (2E)-3-(5-nitro-2-furyl)-N-[3-

(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide (compuesto 2) se llevó a cabo a los tiempos 24, 48 Y 

72h a una concentración de 3.6 ~ (ICso).Los histogramas obtenidos por citometría de 

flujo se muestran en la figura 8. 

Al igual que en el caso anterior concomitantemente se llevaron a cabo los controles en los 

que se utilizó como control negativo células C-33 tratadas con dimetilsulfóxido (DMSO) 

que fue el disolvente usado para preparar las soluciones del compuesto 2 y como control 

positivo taxol. 

Efecto del (2E)-3-(S-nitro-2-furyl)-N-[3-(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide 

(compuesto 2) en la línea C-33.-

El análisis del ciclo celular muestra un aparente arresto en la fase S donde el porcentaje de 

las células a las 24h aumentó de 51.44% a 70.29% a las 48h y disminuyó a 40.08% a las 

72h, mientras que la fase G2/M disminuyo de 33.39% a 24h a 19.38% a las 72h. Por otra 

parte la fase GlIGO aumento de 15.17% a 24h hasta un 40.54% a 72h (Gráfica 11). 
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El compuesto 2 indujo un pico de la fase sub-G 1 sugerente de apoptosis3
,7,37, habiéndose 

obtenido 5.58% de células a las 24h, 15.14% a 48 h Y 23.02% a las 72h de tratamiento 

(ver figura 8-D, 8-E Y 8-F). 

Control negativo DMSO.- Como se observa en la figura 8-A, 8-B Y 8-C no se presentó un 

pico de subfase G 1, a los tiempos de exposición de 24, 48 Y 72h, además de que este 

disolvente no alteró las fases de ciclo celular. 

Control positivo taxol.- Como control positivo se utilizó taxol a una concentración de 

25 ¡.tM. De acuerdo a la figura 8-G, 8-H, Y 8-1, se presentó un pico de fase sub-Gl 

sugerente a un efecto apoptótico3
,7,37 de 11.7% a las 24h de exposición, de 38.22% a las 

48h, a las 72h no fue posible obtenerlo con el programa Acqcyte (Phoenix Flow Systems, 

San Diego, CA, USA). Sin embargo, en la figura 8-1 si se observa el pico de la fase sub-G l. 

Además se observó un arresto del ciclo celular en la fase G2/M en donde 74.88% de las 

células se encontraron a las 24h de exposición al taxol, mientras que a 48h de tratamiento 

el porcentaje de células disminuyó en esta fase a 15.35%. En la fase S el porcentaje de 

células disminuyó de 24.48% a las 24h de tratamiento a 6.84% a las 48h. Además de esto 

el porcentaje de las células en la fase Gl/GO a las 24h fue de 1.12%, y posteriormente 

aumentó a las 48h a 45.2%. 
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Figura 7.- Histogramas obtenidos de la citometrfa de flujo del compuesto No. I en células K-562 analizadas por 
fluorescencia de yoduro de propidio (contenido de ADN). Las muestras fueron analizadas en un citómetro de flujo 
(Secton Dickinson. San Jose. CA, USA) Y los datos fueron analizados con el programa Acqcyte (phoenix Flow 

Systems, San Diego, CA, USA). Los histogramas A-C muestran el control disolvente (DMSO) a las 24,48 y 72h, D-F 
muestran el tratamiento con el compuesto I (5.811M) a 24, 48, Y 72 h. G-I muestran el control positivo (Taxol 
O.25J1M) a 24, 48 Y 72 h respectivamente. Los porcentajes de cada fase del ciclo celular mostrados para cada 
histograma son el promedio de tres experimentos independientes. 
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Figura 8.- Histogramas obtenidos de la citometrla de flujo del compuesto 2 en células C-33 analizadas por 
fluorescencia de yoduro de propidio (contenido de ADN). Las muestras fueron analizadas en un cit6metro de flujo 
(Becton Dickinson. San Jose. CA, USA) Y los datos fueron analizados con el programa Acqcyte (Phoenix Flow 
Systems, San Diego, CA, USA). Los histogramas A-C muestran el control disolvente (DMSO) a las 24,48 y 72h, D-F 
muestran el tratamiento con el compuesto 2 (3 .61lM) a 24, 48 Y 72 h. G-I muestran el control positivo (Taxol O.251lM) 
a 24, 48 Y 72 h respectivamente. Los porcentajes de cada fase del ciclo celular mostrados para cada histograma son el 
promedio de tres experimentos independientes. 
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Gráfica 10. Distribución de las fases del ciclo celular por efecto de 2E)-N-(3-nitrobenzyl)-3-(5-nitro-2-
furyl)acrylamide (compuesto 1) a 5.81lM en células K-562. Los porcentajes de cada fase del ciclo celular son 
el promedio de tres experimentos independientes ±.DS. 'p<0.OO4 vs control 24h, bp<O.OO I vs control 48h 
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Gráfica 11.- Distribución de las fases del ciclo celular por efecto de (2E)-3-(5-nitro-2-furyl)-N-[3-
(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide (compuesto 2) a 3.61lM en células C-33 . Los porcentajes de cada fase 
del ciclo celular son el promedio de tres experimentos independientes ±.DS. ·p<0.008 vs control 24h, bp<O.OO I 
vs control 48h 
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8. DISCUSIÓN 

En este trabajo se evaluó y detenninó la actividad citotóxica de 9 amidas a,~-insaturadas 

del furano (Figura 4 ), que se sintetizaron utilizando como molécula líder el nifurtimox 

(Figura 2). 

De acuerdo a las ICso(5) y a las diferencias estructurales de los 9 compuestos evaluados en 

las diversas líneas celulares tumorales durante este trabajo, se observa que las amidas a,~ 

insaturadas derivadas de furano que presentan en Rl un grupo N02 como sustituyente en la 

posición 5 del anillo de furano, como son los compuestos 1-6 ,presentaron una actividad 

citotóxica más elevada al tener una ICso más pequeña en comparación de los compuestos 

que no presentan este grupo electroatractor como sustituyente en el anillo de furano, 

compuestos 7-9 (Figura 9). 

Lo que sugiere que la presencia de este grupo electroatractor como sustituyente en la 

posición 5 del anillo de furano es indispensable para generar una mayor actividad citotóxica 

en las células tumorales. Resulta interesante tomar en cuenta que en el año de 1987, Mester 

y et col. sintetizaron trece análogos del nifurtimox encontrando que aquellos compuestos 

que presentan el grupo 5-nitrofurano presentaron una mayor actividad citotóxica resultados 

similares a los mostrados en el presente trabajo experimental 
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Figura 9. Diferencias estructurales de las 9 amidas n, P insaturadas de furano. 
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La importancia del grupo N02 en el anillo de furano para generar una mayor actividad 

citotóxica sugiere que probablemente estos compuestos tengan un mecanismo de acción 

similar al de su molécula líder, nifurtimox, en donde el N02 puede sufrir una reducción por 

acción del NADPH 13,23,24formando como primer producto el anión radical nitrofurano y 

bajo condiciones aeróbicas este puede generar especies reactivas de oxígeno como son el 

anión radical superóxido 02- y el peróxido de hidrógeno H20 2 ; moléculas que son 

moderadamente reactivas con las moléculas biológicas, sin embargo el peróxido de 

hidrógeno es muy reactivo en presencia de metales como el fiero y el cobre (reacción de 

Fenton), generando el radical libre hidroxilo, el cual es altamente reactivo y tal vez 

directamente responsable de la mayoría del daño oxidativo provocado por EROS I2,20,39,SI. 

Este aumento en los niveles de ERO en las células, puede rebasar la capacidad reductora de 

estas, lo que resultaría en un estado de estrés oxidativo para la célula, y en consecuencia 

puede formar parte importante en el proceso de muerte, pues muchos agentes que inducen 

apoptosis son oxidantes o bien estimulan el metabolismo oxidativo de la célula73,76,9s ; sin 

embargo, el estrés oxidativo no forma parte de la maquinaria de muerte, ya que la apoptosis 

se lleva a cabo en condiciones donde la producción de EROS es mínima, por lo tanto, si 

dividimos el proceso de muerte en dos partes, la de activación y la de ejecución, lo más 

probable es que el estrés oxidativo participe en la fase de activación de la maquinaria de 

muerte, en lugar de formar parte del mecanismo que la ejecuta73,96. 

Lo anterior podría ser la causa de que los compuestos con el grupo N02 en el anillo de 

furano provoquen una mayor actividad citotóxica, sin embargo se necesitan más 
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experimentos para determinar si hay un incremento de EROS en aquellas moléculas con 

grupo N02 en comparación de las que no tienen este grupo. 

Así, los compuestos con el grupo N02 en el anillo de furano provocaron una mayor 

actividad citotóxica en la células tumorales en comparación con aquellos compuestos como 

el 8 y 9 que no lo presentan, ya que su actividad citotóxica no fue relevante a las diferentes 

concentraciones.Por otro lado, es importante tener en cuenta que el compuesto 8 indujo 

inhibición en la proliferación celular solo en 1 de las 6 líneas evaluadas, lo que nos sugiere 

que existe selectividad de la línea celular K-562 hacia el compuesto 8 obteniéndose una 

IC50 de 54.9J.lM después de 48 h de tratamiento, también es importante mencionar que 

estructuralmente los compuestos 8 y 6 solo se diferencian por la presencia del grupo N02 

en el anillo de furano, y a diferencia del compuesto 8, el compuesto 6 indujo inhibición en 

la proliferación celular en 5 de las 6 líneas celulares evaluadas con IC50(5) de 8.6 a 38.l¡.t.M 

lo que nos sugiere que la presencia de este grupo N02 en la molécula, además de aumentar 

la actividad citotóxica en las líneas celulares, las hace más sensibles hacia el compuesto 6. 

El compuesto 7 en base a los resultados mostró una actividad citotóxica en 5 de las 6 líneas 

celulares evaluadas con IC50(5) de 19.6 a 63.8 ¡.t.M, en su estructura este compuesto, al igual 

que el compuesto 8 y 9, no presenta en Rl el grupo N02 , sin embargo este compuesto si 

presento actividad citotóxica; estructuralmente la única diferencia entre estos tres 

compuestos son las diferentes cadenas alifáticas en R2 sobre el nitrógeno de la amida, lo 

que parece estar relacionado con cambios más finos en la actividad de los compuestos. 
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Existen otras diferencias estructurales entre las amidas a,~-insaturadas derivadas de furano, 

que podrían influir para que la actividad antitumoral se incremente . Dentro de estas 

diferencias pueden mencionarse las siguientes: 

De las 6 amidas a,~-insaturadas derivadas de furano que presenta el grupo N02 en el anillo 

de furano, los compuestos 1-4 se diferencian del resto al presentar en R2 un anillo 

aromático mientras que los compuestos 5 y 6 presentan una cadena alifática (Figura 9). 

De acuerdo a los resultados obtenidos, los compuestos 5 y 6 presentaron ICsO(s) desde 8.6 

hasta 38.1 ¡tM en 5 de las 6 líneas celulares evaluadas, mientras que para el compuesto 4 

las 1CsO(s) van de 7.6 a 35.1 ¡tM en 4 de las 6 líneas celulares evaluadas, lo que nos sugiere 

que la presencia del anillo aromático con un sustituyente metilo en la molécula del 

compuesto 4 le confiere cierta selectividad a la actividad citotóxica en las líneas celulares 

tumorales. 

Por otra parte el compuesto 3 indujo una actividad citotóxica relevante en 3 de las 6 líneas 

celulares evaluadas con ICsO(s) desde 9.7 hasta 18.9 ¡tM, estructuralmente se diferencia de 

los compuestos 5 y 6 al presentar en R2 un anillo aromático y del compuesto 4 al presentar 

como sustituyente del anillo aromático un flúor, halógeno que retira carga electrónica del 

anillo aromático por efecto inductivo, aparentemente la presencia de este anillo aromático 

con un sustractor de electrones y con base a los resultados sugiere que existe cierta 

selectividad y sensibilidad de 3 líneas celulares hacia este compuesto. 
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De las 9 amidas a,p-insaturadas del furano el compuesto 1 y 2 fueron los más potentes al 

inducir actividad citotóxica en todas las líneas celulares evaluadas y al presentar ICSO(s) más 

pequeñas en comparación del resto de los compuestos. 

Estas diferencias en cuanto a su potencia y actividad citotóxica nos sugiere que la presencia 

de un anillo aromático sustituido por el grupo N02 para el compuesto 1 y por 

trifluorcarbono en el compuesto 2 incrementan la actividad citotóxica en las líneas celulares 

evaluadas. 

Es importante mencionar que de las 6 líneas celulares evaluadas, la línea menos sensible a 

la mayoría de los compuestos fue CaLo, la cual proviene de carcinoma de cérvix humano, 

sin embargo C-33 y HeLa que también son de carcinoma de cérvix humano si fueron 

sensibles a la mayoría de las amidas a,p-insaturadas derivadas de furano, esta diferencia en 

cuanto sensibilidad se pudiera deber a diferencias genéticas entre estas tres líneas celulares. 

En términos generales se observó que las amidas a ,p-insaturadas derivadas de furano que 

tienen un grupo N02 en Rl yen R2 un anillo aromático con sustituyentes electroatractores 

resultaron tener mayor actividad citotóxica. Los compuestos 1 y 2 son los mas activos, ya 

que presentan una lCso más pequeña, en un intervalo de 5 - 31 IlM para el ( 2E)-N-(3-

nitrobenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide) (compuesto 1) donde la lCso para la línea 

celular K-562 resultó ser de 5.8± 0.7 IlM Y entre 3 - 20.2 ¡.t.M para el (2E)-3-(5-nitro-2-

furyl)-N-[3-(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide (compuesto 2) donde la ICso para la línea 

celular C-33 resultó serde 3.6±O.l IlM (Tabla 2). 
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Con el objeto de conocer en que fase del ciclo celular actúan los compuestos más 

citotóxicos se llevaron a cabo experimentos de citometria de flujo. 

El ( 2E)-N-(3-nitrobenzyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide) (compuesto 1) ,de acuerdo a la 

figura 7 y gráfica 10, induce en las células K-562 un arresto del ciclo celular en la fase S a 

las 24 y 48h, sin embargo a las 72h la población de células en S disminuye, lo que sugiere 

que las células K-562 son bloqueadas transitoriamente en la fase S por acción del 

compuesto 1 a las 24 y 48h de tratamiento, probablemente por una insuficiente replicación 

de ADN o por un daño en este, posteriormente algunas células se reintegran al ciclo celular 

para seguir con su división y otras se van a una posible apoptosis. Esta incapacidad de las 

células por mantener dicho arresto en la fase S se pudiera deber a que el posible daño 

provocado por el compuesto 1 en el ADN de algunas células no fue suficiente para hacerlo 

irreversible, por 10 que las células se detienen en la fase S para reparar el daño y una vez 

hecho esto algunas células son capaces de seguir con el ciclo celular. 

El (2E)-3-(5-nitro-2-furyl)-N-[3-(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide (compuesto 2) induce 

un arresto en las células C-33 en la fase S a las 24h y 48h encontrándose un 70.29% de 

células en dicha fase, sin embargo a las 72h este porcentaje disminuye drásticamente hasta 

un 40.08%, lo que sugiere que las células C-33 sufren un bloqueo transitorio en dicha fase 

por acción del compuesto 2, al igual que el compuesto 1, algunas células al salir del arresto 

se reintegran al ciclo celular y otras se van a una posible apoptosis. 

Existen en la literatura reportes de compuestos estructuralmente diferentes a las amidas 

a,~-insaturadas de furano que provocan arresto en la fase S del ciclo celular debido a una 
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inhibición de la actividad de Cdk2 que ocurre concomitantemente con la desaparición de 

p21 Ci
p
, se sabe que estas moléculas juegan un papel central en la regulación del ciclo 

celular31 ,,50,54,72,82,90,97, probablemente los compuestos l y 2 al inducir un bloqueo transitorio 

en la fase S induzcan un mecanismo semejante al de estos compuestos, pero se necesitan 

más experimentos para determinar si este es el mecanismo mediante el cual los compuestos 

1 y 2 inducen arresto en S30, 65, 66. 
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9. CONCLUSIONES 

• De la serie de amidas a,~-insaturadas de furano evaluadas se determinó que los 

compuestos con mayor actividad citotóxica son el (2E)-N-(3-nitrobenzyl)-3-(5-

nitro-2-furyl)acrylamide (compuesto 1) y el (2E)-3-(5-nitro-2-furyl)-N-[3-

(trifluoromethyl)benzyl]acrylamide (compuesto 2) ya que presentaron las IC50 

más bajas, en un intervalo de 3 a 20~ para el compuesto 2 en las diferentes 

líneas celulares, siendo la más sensible C-33 . Para el compuesto l el intervalo 

fue de 5 a 31 IlM, donde K-562 fue la más sensible. 

• De acuerdo a las diferencias estructurales y a las ICso de los compuestos, el 

grupo N02 como sustituyente en la posición 5 del anillo de furano aumento 

significativamente la actividad citotóxica de las amidas a,~-insaturadas de 

furano, resultados similares se obtuvieron con la presencia en R2 del anillo 

aromático sustituido en su mayoría por grupos electroatractores, por lo tanto es 

indispensable la presencia de estos grupos para que la actividad citotóxica se 

incremente. 

• El compuesto 1 y 2 inducen en las células C-33 y K-562 un arresto transitorio en 

la fase S del ciclo celular a las 24 y 48h de tratamiento. así como la aparición de 

una población celular con un contenido de ADN menor a 2n previo a la 

población de GO/G 1 a las 24, 48 y 72h de tratamiento, lo cual es sugerente de 

una muerte por apoptosis3
•
7
.
37 

. 
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10. PERSPECTIVAS. 

• Determinar si los compuestos 1 y 2 inducen en las células un incremento en el 

estrés oxidativo. 

• Determinar el mecanismo por el cual los compuestos 1 y 2 inducen un arresto en 

la fase S del ciclo celular 

• Determinar si la población celular que se encuentra en la fase Sub-G 1 sufre 

apoptosis. 
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