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ABREVIATURAS

AIF: Factor inductor de apoptosis.

DMSO: Dimetilsulféxido.

HDAC: Histonas Desacetilasas.

KW: Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis.
MAPK: Proteina quinasa activada por mitégenos.
MMPs: Metaloproteinasas de matriz.

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas.

PARP: Poli ADP ribosa polimerasa.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

SRB: Sulforodamina B.

TCA: Acido tricloroacético.

TNFa: Factor de necrosis tumoral a.

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.

XIAP: Inhibidor de la apoptosis ligado a X.
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RESUMEN

Durante las Uultimas décadas la tasa de mortalidad por tumores malignos ha
aumentado, y es la segunda causa de muerte en Chile. Las terapias convencionales
contra esta enfermedad producen efectos secundarios y malestares, los cuales podrian
ser atenuados mediante el uso de compuestos naturales como agentes terapéuticos en
combinacién con farmacos antitumorales y también como compuestos
quimiopreventivos.

Las chalconas son cetonas a,B-insaturadas, con dos anillos aromaticos que poseen
diversos sustituyentes. Pertenecen a la familia de los flavonoides y se encuentran en
gran variedad de arbustos. Estos compuestos poseen variadas actividades bioldgicas,
entre ellas, actividad antitumoral. Los compuestos a utilizar en este estudio fueron
sintetizados a partir de chalconas naturales aisladas de Adesmia balsamica, los cuales
fueron aplicados a diferentes lineas celulares con el fin de estudiar su citotoxidad,
morfologia celular y nuclear, permeabilidad de membrana, activaciéon de caspasas y
generacion de especies reactivas de oxigeno. Los resultados mostraron que los
compuestos H, L, N, O y P, fueron los que producian mas citotoxidad, ademas de
alterar la estructura celular, el potencial de membrana mitocondrial, activar caspasas y

generar especies reactivas de oxigeno.

Palabras clave: Chalconas, Apoptosis, Oxialquilados, Citotoxicidad, Célula Tumoral.



INTRODUCCION

Definicidn y epidemilogia:

El cancer es una patologia que surge a partir de una acumulacién gradual de cambios
genéticos y epigenéticos que libera a las células neoplasicas de los mecanismos
homeostaticos que regulan la proliferacion celular normal. En los seres humanos, sélo
son necesarias cuatro a seis mutaciones a lo largo del tiempo para alcanzar este
estado.

En 2012 se registraron alrededor de 14 millones de nuevos casos y se prevé que el
numero de nuevos casos aumente aproximadamente en un 70% en los proximos 20
anos. El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo; en 2015, ocasioné 8,8
millones de defunciones. Casi una de cada seis defunciones en el mundo se debe a
esta enfermedad?. Mas de la mitad de los casos de cancer se registran en paises en
desarrollo, sin embargo, los datos epidemioldgicos muestran un aumento de casos en
el mundo menos desarrollado, en particular en los paises “en transicion” y paises de
ingresos medianos. Cerca del 70% de las muertes por cancer se registran en estas
naciones.? Chile no esta ajeno a estas cifras. Hoy, por cada 100 fallecimientos, 25 son
causados por cancer, siendo la segunda causa de mortalidad después de las
enfermedades cardiovasculares3.

Defunciones por grandes grupos de causas. Chile 1960, 1970, 1980,
1990, 2000y 2009

l‘hlhitLLu

Sistema Tumores Sisterna Causas Sistema Endocrinas, Mal definidas Afecciones Infecdosasy Las demas
ciraulatorio respiratorio  externas de digestiva nutricionales Perinatales  parasitanas Causas
mortalidad

Defunciones (%)

¥
metabdlicas

= 1960 = 1970 = 1980 = 1990 = 2000 = 2009

Figura 1: Defunciones por grandes causas en las ultimas décadas en Chile. Se observa
un aumento desde la década del 60 al 2000 en los fallecimientos asociados a tumores.
(Instituto Nacional de Estadisticas INE. Mortalidad en Chile, 2002 y 2012. INE Chile.
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Antecedentes historicos del cancer:

Podria suponerse que el cancer es una enfermedad de la época moderna, sin embargo,
existe evidencia de tumores en momias encontradas en Egipto. El papiro egipcio mas
antiguo es el de Smith (1600 A.C.), actualmente recopilado en la Academia de
Medicina de New York, donde se describen 8 casos de Ulceras o tumores removidos
con el uso de un “cauterio” y posibles osteosarcomas. En el papiro de Ebers (1500
A.C.), mostraba lesiones tumorales y los érganos afectados, como la piel, el estémago,

y Utero, asi como relatos de extirpaciones quirdrgicas®*>.

Luego en los escritos de Hipdcrates (Grecia
siglo V), se encuentran las primeras
descripciones y el origen etimoldgico de la
palabra cancer. En el Corpus Hippocraticum,
se mencionan lesiones ulcerosas cronicas, a
veces endurecidas, que se desarrollan

progresivamente y sin control expandiéndose

por los tejidos semejando las patas de un

cangrejo, sugiriendo el avance del proceso en Figura 1: Se creia que el término

todas direcciones, por lo que las denominé cancer era por la dureza del tumor,
) , . refiriendose al caparazon de un
con la palabra griega kapkivog (karkinos), cangrejo, o porque dolia como un

déndole un significado técnico a la palabra Pellizco de él. Sin embargo, Hipdcrates
lo definié asi porque el tumor y sus

vasos le recordaban al animal
latin como “cancer” (sin acento) con ambos (Siddhartha Mukherjee. The Emperor of

o . i All Maladies: A Biography of Cancer,
significados, el del animal y el de Uulcera 2011).

griega cangrejo. De alli, el término pasa al

maligna. Siglos después, al formarse el castellano se derivan de la palabra latina dos
términos, cangrejo para el crustaceo y cancer como el término médico este tipo de

lesion. 67

Galeno publica un libro dedicado exclusivamente a los tumores: De tumoribus praeter
naturam (peri ton para physim onkom)2 en el cual describe diversas lesiones
tumorales u onkoi (“oncos”, que quiere decir “hinchazén”)®. Considera que las
tumoraciones son resultado de una alteracion de la “bilis negra”. Se debe ayudar al
cuerpo a que elimine este “humor alterado” mediante exéresis o cauterizando con
fuego, o con sustancias que ayuden a su expulsion.t®
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En el siglo XVIII cuando se produce la identificacion de las lesiones cancerosas bien
diferenciadas como cancer. Se utilizan como tratamiento plantas medicinales; un
ejemplo es el uso de la cicuta postulada por Storck!!. Este es el inicio de multiples
medicamentos que se postularon en esa época, como la belladona, el opio y otros que

hoy estan prohibidos!2,

Nadie habia recolectado muestras de tejido para examen microscopico hasta Johannes
Mlller, quien se dedico al estudio de tumores. En su monografia sobre el cancer!3,
publicada en Berlin en 1838, Miiller
proporciona un analisis sistematico de
las caracteristicas microscopicas de
tumores benignos y malignos, por
ejemplo, describe las células que

observd en el carcinoma mamario

¢ o =~ (figura 3). Miller atribuye el cancer a

una formacidon de nuevas células dentro

Figura 2: Células mononucleadas y de un érgano enfermo, con potencial
binucleadas de carcinoma mamario. Figura 14 para extenderse a otras partes del
de Ueber den feinern Bau und die Formen der ]

krankhaften Geschwiilste, G. Reimer, Berlin, CU€rpo a traves de los vasos
Johannes Miiller, 1838. sanguineos.

El asocidé el cancer con el envejecimiento y creia en la regresion del céncer por
necrosis. Aunque Miiller observd que los tejidos tumorales son similares a los tejidos
normales, concluyd que el cancer se desarrollaba a partir de células germinales que se

encontraban dispersas en los tejidos!3:14,

Luego en 1855 Rudolph Virchow, quien habia demostrado que toda célula proviene de

otra célula, sugirié que las células cancerosas debian derivar de otras células?'®.

A principios del siglo XIX la poca comprension de la naturaleza del cancer impulsé un
pensamiento terapéutico contra el cdncer basado en su cauterizacion. Uno de los
primeros métodos es el propuesto por Canquoin en 1838 utilizando el cloruro de zinc?'®.
La intencion era formar una escara lo mas precisa posible que sdlo afectara la lesion

cancerosa y ho a otros tejidos.



La invencidon de la radioterapia por Roentgen en 1885'7 fue la forma de tratamiento
mas eficaz contra los tumores, junto con la cirugia, en la primera mitad del siglo XX, la
cual se desarrollé rdpidamente, aunque con una metodologia primitiva en comparacién
con las de hoy en dia. Un ejemplo fue el tratamiento de leucemias y linfomas en 1902
y 1903, donde se reportd la cura de estas enfermedades, sin embargo, surgieron

recaidas y complicaciones, que mermaron el optimismo por esta técnica. 18 1°

g

.

.

/

@

Iig. 9.—Case 8. Cutaneous carci- Kig. 10.—C . Feb.
noma, Nov. 5, 1901. 8- 10.—Case 8. Feb. 1, 1902.

Figura 3: Epitelioma tratado con los rayos de Roentgen.
(Pusey, W A. J Am Med Assoc. 1902,38(15):911-919).

El cirujano William Coley desarrollé una mezcla de toxinas bacterianas, la cual llamé
“toxina de Coley” que indujo la regresién de algunos tumores?®, Posteriormente, se
desarrollaron otros sueros y toxinas bacterianas, debido a que se pensaba que algunos

microorganismos no identificados podrian ser causantes del cancer.?!

Otras medidas terapéuticas utilizadas fueron: transfusiones de sangre, esplenectomia,
tiroidectomia, oxigenoterapia, terapia de la fiebre, extracto de pituitaria y de otros
organos como bazo animal, médula dsea, ganglios linfaticos, pancreas, estébmago e
intestino delgado??2. También la administracion de vitaminas y minerales, y dietas de
inanicion, al observar la caquexia en pacientes con cancer, se consideraba beneficioso

privar al tumor de nutrientes?3,

Un avance importante ocurrié durante los afios 20 y 30, y que seria el precursor de los
farmacos antitumorales?*2°>, Durante la Primera Guerra Mundial, se observo que el uso
del gas mostaza (mostaza de azufre) provocaba intoxicacion en sangre y médula dsea,
lo que mas tarde fue descrito como depresion de la médula que alcanzaba un maximo

a las dos semanas de exposicién.



Las muertes se atribuyeron en algunos casos a leucopenia y las autopsias revelaron

atrofia del tejido linfatico y testicular, e hipoplasia de médula dsea?® %7,

En 1929, Berenblum, al estudiar la carcinogénesis, propuso que la mostaza de azufre

era "anti-cancerigeno"?8. Junto con Riley-Smith agregaron una solucion de gas
mostaza, en un modelo animal y observaron que ésta inhibid la induccion de tumores.
Ademas, estudiaron otros irritantes tépicos para la inhibicion tumoral, y el Unico
agente no relacionado con el gas mostaza con alguna actividad inhibidora del tumor

era la cantaridina?®.

Adair y Bagg aplicaron una soluciéon de gas mostaza a la piel normal de ratones y a un
tumor inducido por un producto quimico carcindgeno3®. La regresion tumoral fue
evidente en el tumor cutaneo, aunque la autopsia mostré un nddulo pulmonar
metastasico en el animal. Para determinar el uso tépico se aplicaron dosis variables en
piel de conejo. Luego se aplicé gas mostaza en lesiones cutaneas de doce pacientes e

inyeccion intratumoral en un individuo en 193139,

Figura 5: Lesiones
. cutaneas en pecho vy
brazo. A la izquierda,
aplicacion de gas
mostaza a los tres dias,
las lesiones estan
cubiertas de vesiculas. A
la derecha, las mismas
lesiones once dias
después de la aplicacion,
las lesiones muestran
cicatrizacion. (Adair FE,
Bagg HJ. Ann Surg.
1931;93(1):190-9).

Fio. 6.—Showing the lesbons of the chest-wall and forearm three Fio. 7,—8Mhmwdgmdul after that of Fig. 6.
days after the application of the mustard-gus solution. The lesion and The is in the repair stage. (Case L)}
susroundieg tawes are covered with vesscles, (Case 1)

Los resultados incluyeron una "violenta reaccion terapéutica" y virtual desaparicion del
tumor después de la inyeccion intratumoral (figura 5). Todos los tumores estudiados
mostraron regresion, sin embargo, no hubo seguimiento a largo plazo. Los autores
concluyeron que la solucion de gas mostaza representaba otro agente para el

tratamiento del cancer33,



En 1942, Gilman, Goodman, Philips y Allen descubrieron la actividad antitumoral de la

mostaza nitrogenada3'. Tras su introduccion en la practica clinica, otros agentes

alquilantes se desarrollaron muchos de los cuales se encuentran en la practica clinica

actual, por ejemplo, el clorambucil, el melfalan, busufan y la ciclofosfamida32,

El uso de un compuesto antifolato fue
informado por Sidney Farber, iniciando el
desarrollo de la terapia antimetabolica33. Esto
fue seguido por el uso de purina y analogos de
pirimidina. Después antibidticos antitumorales,
compuestos de platino, compuestos de imidizol,
alcaloides de la planta Vinca rosea, taxol,
analogos de camptotecina y agentes bioldgicos
forman parte de la lista terapéutica contra las

neoplasias3*.

La busqueda de un agente anticancerigeno que
sea selectivo para el tumor, evitando el dafio a
los tejidos sanos continla hasta nuestros dias,
gracias al amplio conocimiento de los factores
bioldgicos, genéticos y moleculares del cancer.
Esto ha dado lugar a formas mas especificas de
terapia, por ejemplo, el uso de anticuerpos
como el anti-CD20 para las neoplasias linfoides
y el Imatinib que es un inhibidor del transcrito
de fusién de los genes BCR-ABL que

caracterizan a la leucemia mieloide cronica3>: 36,

Terapia convencional contra el cancer:

TRAIL/ Apo-2L
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Figura 6: Mecanismos moleculares
subyacentes a la sensibilizacion
mediada por STI-571 (Imatinib) de
células leucémicas positivas para Bcr-
Abl a la apoptosis inducida por Apo-
2L / TRAIL. (Ramadevi, N. et al. Clin
Cancer Res 2001,7(2):350-357)

Los farmacos usados para la quimioterapia no solo eliminan las células neoplasicas,

sino que también pueden afectar a las células sanas y normales, debido a que estos

medicamentos circulan por todo el cuerpo, causando efectos secundarios que es el

dafio ocasionado a las células sanas?’.



De igual modo, en la radioterapia, la radiacion no es especifica para las células
cancerosas y puede dafiar las células normales3®. La cirugia en ciertos casos puede ser
suficiente para eliminar un cancer, sin embargo, existe el riesgo de no eliminar por
completo las células neoplasicas, que éstas hayan invadido otros tejidos o es posible

que el tumor esté en un area inaccesible quirdrgicamente.

Los efectos secundarios mas comunes durante el tratamiento contra el cancer son
alopecia, nauseas y voOmitos, anemia, fatiga, aumento de moretones,
inmunodeficiencia, pérdida del apetito, dispepsia, irritacion de las membranas mucosas
de los ojos, nariz y garganta, erupciones cutaneas, problemas urinarios y cambios de

peso, entre otros3°.

Ademas, la terapia con farmacos puede estar limitada por la aparicion de
quimiorresistencia. Los tumores se caracterizan por su inestabilidad genética y
heterogeneidad, que puede generar un repertorio de subpoblaciones muy diverso,
entre las cuales se pueden presentar subpoblaciones resistentes a los tratamientos

aplicados?°,

Nuevos enfoques terapéuticos:

El descubrimiento y desarrollo de estas terapias permitié el perfeccionamiento del
enfoque terapéutico contra el cancer, buscando nuevas alternativas que sean mas
especificas, con mayor o igual efectividad, pero menos citotdxicas que la quimioterapia
o la radioterapia, para evitar los efectos colaterales que éstas conllevan. Con este
proposito, en las Ultimas décadas los investigadores han puesto especial atencién a los
compuestos naturales, obtenidos de plantas, microorganismos y/u organismos
marinos, que podrian ser utilizados en la terapia contra el cancer e incluso como
compuestos quimiopreventivos. Ademds de utilizar estos compuestos en su estado
natural, se puede obtener a partir de ellos compuestos sintéticos derivados de las

estructuras de estas moléculas naturales®!.



Chalconas:

Entre los diferentes grupos de fitoquimicos se encuentra la familia de las chalconas.

Chalcona (1,3-difenil-2E-propeno-1-ona) es un término introducido por Kostanecki y

Tabor*? que corresponde a compuestos considerados como los precursores de flavonas

en la biosintesis de flavonoides. Su estructura consta de dos anillos aromaticos unidos

por tres carbonos en un sistema a, B-insaturado (Figura 7).
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Figura 7: Estructura de
la chalcona. (National
Center for Biotechnology
Information.  PubChem
Compound Database).

Las chalconas oxipreniladas han sido consideradas soélo
como intermediarios en la biosintesis de chalconas C-
preniladas durante décadas. Sélo en los Ultimos diez afios
han sido caracterizadas como fitoquimicos que ejercen
actividades bioldogicas interesantes. Los subgrupos de
chalconas oxipreniladas estdn representados por un
pequefio, pero no insignificante, nimero de moléculas. Se
pueden encontrar en flores que poseen pigmentos amarillos
y también estan distribuidas en raices, rizomas, duramen,
brotes, hojas y semillas de especies de los géneros
Humulus, Scutellaria, Parartocarpus, Ficus, Dorstenia,

Morus, Artocarpus, etc.*3,

El esqueleto de las chalconas despertd el interés en los investigadores en el siglo XXI

debido a su composicion quimica simple, facilidad de sintesis, diversidad de

sustituyentes y amplia gama de actividades bioldgicas tales como antidiabético,

antineoplasico, antihipertensivo, antiretroviral, antiinflamatorio, antiparasitario,

antihistaminico, antimalarico, antioxidante, antifungico, antiplaquetario,

antiangiogénico, antiprotozoario, antibacterial , entre otras*t.



Biologia molecular del cancer:

La investigacién del cancer ha generado una gran cantidad de conocimiento, revelando
que esta es una enfermedad que involucra cambios dindmicos en el genoma o en su
expresion, debido a mutaciones descubiertas en células tumorales humanas vy
animales, las cuales producen la activacion de oncogenes y la inhibicion de genes
supresores de tumores. Las caracteristicas de las células cancerigenas que los

investigadores destacan respecto a esta patologia son:

Proliferacion
sostenida

Resistencia a
1a muerte celular

Evasion supresores
del crecimiento

Invasion
y metastasis

Induccion de Ia
angiogeénesis

Replicacion
ilimitada

Figura 4: Sellos distintivos de las células tumorales. Modificado de Hanahan y Weinberg,
Cell 2011;144(5):646-674.

(1) Las células cancerosas estimulan su propio crecimiento: Deben mantener su
capacidad para proliferar a través del tiempo. Los tejidos normales controlan la
produccion y liberacion de senales de crecimiento que instruyen la entrada vy
progresion de la célula en el ciclo celular, asegurando la homeostasis, el
mantenimiento de la arquitectura y funciéon del tejido normal. Estas sefiales son
transmitidas por factores de crecimiento que se unen a receptores de superficie de la
célula. Estos emiten sefales que regulan la progresion a través del ciclo celular y el
crecimiento. Las células cancerosas desregulan estas sefiales, adquiriendo la capacidad
de mantener la sefalizacidon proliferativa de distintas maneras: produciendo sus
propios factores de crecimiento y expresando receptores afines, lo que resulta en
proliferaciéon autocrina, enviando sefiales para estimular a células normales que

suministren factores de crecimiento a las células cancerosas*, elevan los niveles de
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proteinas receptoras en su superficie, o alterar su estructura, haciéndolas
hiperreactivas a cantidades limitadas de factores de crecimiento. La independencia del
factor de crecimiento también puede conducir a la activacion de componentes de las

vias de sefializacion sin la necesidad de estimular los receptores?®,

(2) Evaden sefiales inhibidoras que podrian detener su crecimiento: Las células
cancerosas deben eludir los mecanismos que regulan negativamente la proliferacion
celular; muchos de ellos dependen de genes supresores de tumores. La proteina RB
(asociada a retinoblastoma) integra sefiales extracelulares e intracelulares y decide si
las células deben pasar por su ciclo de crecimiento y division?’. Si las células
cancerosas poseen defectos en la via RB, falla este sistema de “guardia” de la
progresion del ciclo celular, permitiendo la persistencia en la proliferacion celular. La
proteina TP53 opera como central de control que rige las decisiones de las células para
proliferar, activar la senescencia o la apoptdsis. Recibe senales de estrés y
anormalidad, como dafio excesivo en el genoma, aumento de las especies reactivas de
oxigeno o bajo niveles de sefiales promotoras del crecimiento, glucosa u oxigenacion.
TP53 puede detener la progresiéon del ciclo celular hasta que estas condiciones hayan

sido normalizadas o desencadenar apoptosis*e.

(3) Evasion de la apoptosis: La apoptosis sirve como una barrera natural para el
desarrollo del cancer. La maquinaria apoptética se compone de dos circuitos
principales, uno que recibe y procesa sefales extracelulares de inducciéon de la muerte
(via extrinseca), que implica, por ejemplo, el ligando Fas / receptor Fas, y otro sensor
e integrador de variadas sefales de origen intracelular (via intrinseca)*®. Cada uno
culmina en la activacion de las caspasas 8 y 9, que inicia una cascada de protedlisis
gue involucra caspasas efectoras, responsables de |la fase de ejecucidon de la apoptosis,
donde la célula se desarma progresivamente y luego es digerida, por sus vecinas y por
células fagociticas. Las células tumorales desarrollan una variedad de estrategias para
limitar o eludir apoptosis. El mas comun es la pérdida de funcion del supresor tumoral
TP53, eliminando este sensor de dafo critico. También pueden aumentar la expresion
de reguladores antiapoptdticos (Bcl-2, Bcl-xL) o de sefiales de supervivencia (Igf1/2) y

mediante la disminucidn de factores proapoptéticos (Bax, Bim, Puma).
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(4) Potencial replicativo ilimitado: Las células cancerosas requieren multiplicarse sin
control para poder generar tumores. Los teldmeros protegen los extremos de los
cromosomas Y estan involucrados en la capacidad para la proliferacion ilimitada®®. Los
teldbmeros se acortan progresivamente con cada ciclo celular, en consecuencia, la
longitud del ADN telomérico dicta cuantas divisiones podra generar una célula hasta su
muerte. La telomerasa, enzima especializada que agrega teldmeros, esta casi ausente
en las células no inmortalizadas. Las células cancerosas presentan niveles significativos
de telomerasa. Al extender el ADN telomérico, la telomerasa puede contrarrestar la

progresion a senescencia y entrada en apoptosis®°.

(5) Angiogénesis sostenida: Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren
nutrientes y oxigeno, asi como la capacidad de evacuar desechos y diéxido de carbono,
por lo tanto, es necesario generar nuevos vasos sanguineos, mediante el proceso de
angiogénesis. El gen VEGF-A codifica ligandos que participan en la creacion de nuevos
vasos sanguineos durante la etapa embrionaria y postnatal, y luego en la
supervivencia homeostatica del endotelio, asi como en situaciones fisioldgicas (ciclo
reproductivo femenino) y patoldgicas (curacion de heridas, etc.) pero sélo de manera
transitoria. Por el contrario, durante la progresién tumoral, las sefiales proangiogénicas
estan activadas permanentemente, causando la formacion de vasos que ayudan a
mantener la expansion y crecimiento neopldsicos!. La activacién de VEGF a través de
tres receptores de tirosina quinasas (VEGFR-1-3) estd regulado en multiples niveles.
La expresion del gen VEGF puede verse aumentada por la hipoxia y por sefializacién

oncogénica®2.

(6) Invaden el tejido local y se extienden a sitios distantes: Las células cancerosas
adquieren la capacidad de invadir los tejidos localmente y progresar a metastasis a
distancia. Ellas desarrollan alteraciones en su forma, asi como en su unidon a otras
células y a la matriz extracelular. Una de ellas es la pérdida de E-cadherina, una
molécula clave en la adhesién celular. La reducciéon de la expresiéon de E-cadherina
potencia la invasion y metastasis®3. Ademas, expresion de genes que codifican para las
moléculas de adhesion de célula a matriz extracelular estan alteradas en células
cancerosas. Por ejemplo, la N-cadherina, que normalmente se expresa en la migracion

de neuronas y células mesenquimales durante la organogénesis>*.
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Las chalconas como agentes antitumorales:

Las moléculas que participan en la regulacién de los mecanismos descritos
anteriormente podrian todas servir de blanco para las nuevas terapias, incluyendo a
las chalconas. Estas poseen varios efectos incluyendo el bloqueo del proceso de
iniciacion carcinogénica, la induccidon de apoptosis, la inhibicion de la proliferacion, la
metastasis y la angiogénesis (Figura 9)>>.

OH o OCHj; o dioxi metileno Anillos Heterociclicos

Actividad antitumoral en Actividad Antiproliferativa

varias lineas celulares
Grupos di o tri OCH3

Anticancer
Actividad inhibitoria de Kinasas

Halégenos
Anticdncer
Anillos Aril/Heteroaril y/o
sustituciones
Actividad antitumoral en Anillos Aril/Heterociclicos y/o
varias lineas celulares como sustituciones

Agente despolimerizador de
microtubulos
Anticancer
Agente pro apoptético

Figura 9: Relacion estructura-actividad de los derivados de chalcona. Modificado de
Karthikeyan C. et al. Recent Pat Anticancer Drug Discov 2014;10: 97-115.

Durante la ultima década, alrededor de 90 chalconas se reportaron con actividad
antitumoral. Estas pueden clasificarse a grandes rasgos en 3 grandes grupos:
chalconas con sustitucion de tipo O, chalconas preniladas por O y por C, aductos de
Diels-Alder y otras. Algunos de los mecanismos mediante los cuales las chalconas

actlan contra las células tumorales atacando blancos moleculares son:

o Inhibicion de la tubulina: El componente estructural principal de los
microtlbulos es la tubulina. Los microtubulos son responsables de una variedad de
funciones: la mitosis, la motilidad, la arquitectura del citoesqueleto, la secrecion y el
transporte intracelular. Los derivados de chalconas denominados Chl y Ch2,
mostraron producir disminucién en la expresion de los genes de a-tubulina, al-
tubulina y B5-tubulina en células de adenocarcinoma colorectal®®. Chalconas del tipo

fenstatina/ isocombretastatina exhibieron un efecto inhibidor significativo sobre la
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tubulina. Un ensayo de unidon competitiva sugiridé que estos compuestos se unen en el

sitio de unidn a la colchicina de la tubulina®’.

. Inhibidores de NF-kB: La via de sefalizacion de NF-kB regula la supervivencia
de las células normales y malignas mediante el control de la expresion de genes
inductores de la proliferacion y reguladores de la muerte celular. Xanthohumol, un
flavonoide de isopreno presente en el lUpulo es eficaz para inhibir la proliferacion e
inducir la apoptosis del cancer de higado humano en células HepG2 a través de la
supresion de la expresion de NF-Kb, promoviendo la expresién de p53, PARP, AIF y
citocromo ¢, y disminuyendo la expresion de XIAP y Bcl-2/Bax>®, Ademas, estudios en
glioblastoma multiforme con derivados de quercetina, también mostraron la induccién

de la apoptosis por la inhibicién de NF-kB y la activacidon de la caspasa-3°°.

o Inhibidores de la degradacion de p53: p53 es una proteina que regula el ciclo
celular y funciona como supresor de tumores, media la reparacion del ADN, la
apoptosis, la inhibicidn de la angiogénesis, la estabilidad gendmica y la activacion de
genes. p53 es degradado por MDM2 y a través del proteosoma (complejo de
proteinasa multicatalitico, responsable de la degradaciéon intracelular de proteinas).
Chalconas borénicas han demostrado actividad citotdxica asociada con la acumulacion
de proteinas p53 y p21 e induccion de apoptosis. Los estudios mostraron que el
tratamiento con AM114 inhibidé la actividad del proteasoma in vitro, lo que condujo a
una acumulacion de p53%°. Se ha encontrado actividad inhibidora del proteosoma en
las chalconas 3,5-bis-(acido 4-benciliden-bordnico) vy 1-metil-piperidin-4-ona,
acumulando p53 e induciendo apoptosis®'. Un estudio en adenocarcinoma de colon
demostré que las chalconas preniladas (Figura 10) tienen efecto citotdxico en estas
células tumorales. También actividad inhibidora del crecimiento tumoral asociada a la
activacion de p53, deteniendo el ciclo celular y produciendo apoptosis dependiente de

mitocondrias, al interrumpir la interaccion p53-MDM?262,

OCH;

HiCO OCH;, OCHjz
OCH;,
HaCO OCH; OCH; S
OCH;
‘\\\ o o
OH o

OCH;
=
1 2

Figura 10: Chalconas preniladas. (Ledo M. et al. Life Sci. 2015; 142:60-5).
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. Activacién de caspasas: El efecto del xanthohumol ha sido investigado sobre la
apoptosis de la linea celular HepG2 de cancer de higado humano®® y de glioblastoma
maligno humano. La apoptosis inducida por este compuesto se asocié con la activacion
de la caspasa 3, caspasa 9, escision de PARP y la regulacion negativa de la proteina
Bcl-2 antiapoptoética. Ademas, se observo un aumento de la produccion intracelular de
ROS, lo que proporciond un ambiente especifico que resultdé en muerte celular inducida
por MAPK®3, En la linea celular de cancer cervical activd las caspasas 3, 8 y 9%, Los
compuestos mencionados anteriormente fenstatina e isocombretastatina mostraron

activar la caspasa 9.°!

$B203580

HSCW‘ _CH3 ‘l Nucleus
i /~ >
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caspase-3
pro-caspase-9 D
= cleaved PARP
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caspase-9
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e
&%
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Xanthohumol

Figura 11: Efecto del xanthohumol. La apoptosis se asocié con la activacion de las
caspasas 3 y 9, y division de PARP, fue mediada por la via mitocondrial, como se
ejemplifica en despolarizacion mitocondrial, liberacion de citocromo ¢, y la inhibicion de
la proteina antiapoptdtica Bcl-2. (Festa M. et al. J Nat Prod. 2011,;74(12):2505-13).

. Arresto del ciclo celular: Un ensayo de ciclo celular revelé que fenstatina e
isocombretastatina detienen en la fase G2 / M y conducen a muerte celular
apoptética.”! Se observd detencién del ciclo celular en fase S en células de cancer

cervical luego de ser tratadas Xanthohumol®4,

. Inhibicién de histonas desacetilasas (HDAC): La activacién de HDAC da como
resultado la hiperacetilacién de las histonas, un efecto epigenético que afecta a la
expresién génica. Cuando estas enzimas actlan incorrectamente, pueden evitar la
transcripcién de genes clave. Este proceso parece ser un paso importante en la
formacion tumorigénica de algunos tipos de cancer®. Cuatro chalconas, la
isoliquiritigenina, la buteina, la homobuteina y la mareina glicosidica mostraron
actividad inhibidora de HDAC. Las tres primeras ademas inhibieron la actividad NF-kB
inducida por TNFa y la actividad de HDAC®®.
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o Inhibidores de la angiogénesis: El factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) es una proteina de sefal producida por las células que estimula la
angiogénesis. En algunos tumores, la sobreexpresién de VEGF conduce a un mejorado
crecimiento y metastasis tumoral, debido a la mayor disponibilidad de reposiciéon de
nutrientes a las células. Derivados de chalcona mostraron inducir la disminucién de
VEGF vy poseer potencial anti-angiogénico®”’. Ocho nuevas chalconas (1-8) y 12
chalconas conocidas (9-20) fueron aisladas del vegetal Medicago sativa L. Las
actividades antiangiogénicas de los compuestos (1-20) se evaluaron y se observd que

los compuestos 6, 8, 18 y 19 presentaban actividades antiangiogénicas in vitro®s.

o Inhibicién de metaloproteinasas: Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son
una familia de enzimas que tienen la capacidad de degradar moléculas de la matriz
extracelular, por ejemplo, el coldgeno de la membrana basal, con lo cual se permite la
proliferacién y la migracion celular. Chalconas aisladas de la planta Dorstenia turbinata
se estudiaron en células de glioblastoma para evaluar su actividad inhibitoria de MMPs.
Los resultados mostraron un 80% de inhibicion®. También se han investigado en el
mismo tumor los compuestos quercetina, apigenina, crisina, kaempferol y 30,40-
dihidroxiflavona. Estos indujeron un retraso en la migracién celular, relacionado con
una reduccién en los filopodios y en la expresion y actividad de las

metaloproteinasas’®.

Los antecedentes bibliograficos nos muestran que las chalconas y las modificaciones a
su estructura quimica poseen actividad antitumoral, algunos atacando varios blancos
propios de una célula neoplasica. A raiz de ellos, se plantea el siguiente objetivo:
Determinar el efecto sobre viabilidad y muerte celular de los compuestos
oxialquilados y dioxialquilados derivados de chalconas sobre las lineas

celulares tumorales HT-29, MCF-7, PC-3 y no tumoral CoN.
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HIPOTESIS

Los compuestos oxialquilados y dioxialquilados derivados de chalconas poseen

actividad citotdxica y proapoptética en las lineas celulares HT-29, MCF-7, PC-3 y CoN.

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto sobre viabilidad y muerte celular de los compuestos oxialquilados
y dioxialquilados derivados de chalconas sobre las lineas celulares tumorales HT-29,
MCF-7, PC-3 y no tumoral CoN.

Objetivos Especificos

1. Estudiar el efecto citotdoxico de los compuestos oxialquilados derivados de
chalconas sobre las diferentes lineas celulares de cancer a través del ensayo con

Sulforodamina B.

2. Determinar el efecto de los compuestos oxialquilados derivados de chalconas
sobre la morfologia celular y nuclear mediante microscopia con contraste de fase y de

fluorescencia.

3. Evaluar el efecto de los compuestos oxialquilados derivados de chalconas sobre
la produccion de especies reactivas de oxigeno mediante citometria de flujo con 2',7'-

diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA).

4, Evaluar el efecto de los compuestos oxialquilados derivados de chalconas sobre

la funcionalidad de la mitocondria a través de citometria de flujo con Rodamina 123.
5. Analizar el efecto de los compuestos oxialquilados derivados de chalconas sobre

la activacién de caspasas mediante citometria de flujo con el marcador FITC-VAD-FMK
(CaspACE™).
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METODOLOGIA

Los compuestos a utilizar pertenecen a la familia de las chalconas. En este trabajo, la

molécula de partida 2’,4’-dihidroxichalcona (G) e isocordoina (N) fueron extraidas

desde el arbusto Adesmia balsamica, endémico de la regidon de Valparaiso”!.

A partir de G se sintetizaron 10 compuestos oxialquilados: A, B, C, D, F, H,I,Jy K, y 8

compuestos dioxialquilados: L, M, O, P, Q, R, S y T derivados de chalconas, por

sustitucion nucledfila a través de alquilacion selectiva en la posicion 4’ del anillo A del

compuesto, los cuales seran aplicados a las células en cultivo.

Tabla 1: Estructura de los compuestos oxialquilados y dioxialquilados derivados de

chalconas.

Nombre
A

(2E)-1-[4-(allyloxy)-2-
hydroxyphenyl]-3-
phenylprop-2-en-1-one

B
(2E)-1-{4-[(2E)-but-2-en-
1-yloxy]-2-
hydroxyphenyl}-3-
phenylprop-2-en-1-one

C
(2E)-1-{2-hydroxy-4-[(2-
methylprop-2-en-1-

yl)oxy]lphenyl}-3-
phenylprop-2-en-1-one

Estructura

OH o]

s
!
N,
! %,
\,
/!
\,
/
,
,
,
Y

A

Iy
A
AN

OH (8]
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D

(2E)-1-{2-hydroxy-4-[(3-
methylbut-2-en-1-

yhoxy]phenyl}-3-
phenylprop-2-en-1-one

E

(2E)-1-(4-{[(2E)-3,7-
dimethylocta-2,6-dien-1-
ylJoxy}-2-hydroxyphenyl)-
3-phenylprop-2-en-1-one

F

(2E)-1-(2-hydroxy-4-
{[(2E,6E)-3,7,11-
trimethyldodeca-2,6,10-
trien-1-yl]loxy}phenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one

G Chalcona de partida.

(2E)-1-(2,4-
dihydroxyphenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one

H

(2E)-1-(2-hydroxy-4-
methoxyphenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one

I

(2E)-1-[4-(but-3-en-1-
yloxy)-2-hydroxyphenyl]-
3-phenylprop-2-en-1-one
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OH
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]

(2E)-1-(2-hydroxy-4-
isobutoxyphenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one

K
(2E)-1-[2-hydroxy-4-
(pent-4-en-1-

yloxy)phenyl]-3-
phenylprop-2-en-1-one

L

(BE)-1-(2,4-
bis(allyloxy)phenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one

M
(E)-1-(2,4-bis(((E)-but-2-
en-1-yl)oxy)phenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one

N isocordoina (natural)
(E)-1-(2,4-dihydroxy-3-
(3-methylbut-2-en-1-yl)-
3-phenylprop-2-en-1-one

0]
(E)-1-(2,4-bis(((E)-3,7-
dimethylocta-2,6-dien-1-
yloxy)phenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one

OH Q

S
\ ‘ ‘
\,
W . e - - s
e ‘x,-‘” =
N

NN 3
\/\O
/\/\o 0
HR T Ry
OH (o]

ITTC
HO
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P
(E)-1-(2,4-bis(((2E,6E)-
3,7,11-trimethyldodeca-
2,6,10-trien-1-
yl)oxy)phenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one

Q

(BE)-1-(2,4-
dimethoxyphenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one

R

(BE)-1-(2,4-
bis(allyloxy)phenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one

)

(E)-1-(2,4-
diisobutoxyphenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one

T
(E)-1-(2,4-
bis(allyloxy)phenyl)-3-
phenylprp-2-en-1-one

\OO
7
N N \O O
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Ademas, se trabajé con dos compuestos denominados 2’,5'-dihidroxichalcona (25) y
2',6'-dihidroxichalcona (26) (Figura 12) los cuales tienen sustitucién en carbonos
diferentes a los derivados de chalconas mostrados en la tabla 1.

OH 0] OH o

OH
OH 2 26

Figura 12: Estructuras de las chalconas analogas de G.

Células y condiciones de cultivo celular

Las lineas celulares fueron obtenidas desde la American Type Culture Collection

(Rockville, MD, USA) y corresponden a:

HT-29: Linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano. La linea es positiva para
la expresion de los oncogenes c-myc, K-ras, H-ras, N-ras, Myb, sis y fos. El antigeno

p53 se produce en exceso’?.

MCF-7: Linea celular epitelial de carcinoma de glandula mamaria; derivado del sitio
metastadsico, humano. Las células expresan el oncogén WNT7B. El crecimiento de

células MCF-7 es inhibido por el factor de necrosis tumoral alfa’2.

PC-3: Linea celular iniciada a partir de una metastasis 6sea de un adenocarcinoma de
prostata grado IV humano. Las células exhiben actividades de baja fosfatasa acida y

testosterona-5-alfa reductasa’?.
CCD841 CoN: Linea celular epitelial de colon humano, obtenidas de un feto de 21

semanas de gestacion. Las células se parecen a las células epiteliales; sin embargo, las

células no contienen queratina.
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Las células fueron cultivadas en DMEM: Ham’s-F12 (1:1), complementado con 10% de
FCS, 100U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 1 mM de glutamina. Las
células se mantienen siempre en un incubador a 37° C en 5% CO2: 95% de aire
mezclado. Antes de cada tratamiento, las células son incubadas en estas condiciones

durante 24 horas para obtener una 6ptima confluencia y adhesion.

Inicialmente, para determinar el efecto sobre la viabilidad celular del solvente
dimetilsulfoxido (DMSO) utilizado en la preparacién de los distintos compuestos, se
realizé la incubacidn con el solvente (concentracion final en cultivo de 0.1%) y otra con
medio de cultivo, durante 72 horas a 37°C en 5% de CO2, en las lineas celulares HT-
29, MCF-7, PC-3, y CoN.

Para realizar los ensayos de citotoxidad, morfologia nuclear y celular, muerte celular y
produccion de ROS, las células fueron tratadas con los compuestos oxialquilados y
dioxialquilados derivados de chalconas, utilizando el solvente DMSO como control

negativo a la concentracion final en cultivo de 0,1%.

Ensayo de citotoxicidad

Para determinar el efecto sobre la viabilidad celular de los compuestos, se empled el
ensayo de Sulforodamina B, el cual permite medir la cantidad de células viables tras
cada tratamiento.

Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos, a una densidad de 3 x 103
células/pocillo en 100 pL de medio de cultivo y tratadas por triplicado a las
concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 pM por 72 horas a 37°C en 5% CO2. Luego de
cada incubacion, las células fueron fijadas con 25 pL de &acido tricloroacético (TCA) al
50% p/v durante una hora a 4°C (concentracién de TCA final 10%). Posteriormente las
células son lavadas 3 veces por inmersion en agua destilada. Tras lo cual se tifien con
50 pL/pocillo de Sulforodamina B (SRB), al 0,1% (p/v) en acido acético al 1% (v/v), a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Tras la tincién, las células fueron lavadas 3
veces con 150 plL/pocillo de acido acético al 1% v/v y se dejan secar a temperatura
ambiente. El colorante es solubilizado con 150 pL/pocillo de Tris Base 10 mM, para
posteriormente medir la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm en el lector de

microplacas.
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Los valores obtenidos son transformados a porcentajes de células viables respecto del
control y promediados para asi calcular el valor de ICso de cada compuesto en las
lineas celulares estudiadas, utilizando el software SigmaPlot 12.0. Los porcentajes de
viabilidad celular se compararon con el control, para determinar si existe diferencia
estadisticamente significativa en el efecto sobre la viabilidad celular tras cada

tratamiento.

Morfologia celular y nuclear

Con el objetivo de examinar cualitativamente los cambios morfoldgicos tras los
tratamientos con cada compuesto sobre las lineas HT-29, MFC-7, PC-3 y CoN. Cada
linea fue tratada con una concentracion de 50 yM de cada compuesto durante 48
horas. Para observar los fendmenos de modificacion de la morfologia celular se utilizé
contraste de fase. Para analizar cambios en la compactacion de la cromatina, las
células fueron marcadas con colorante Hoechst durante 30 minutos a 37° C,

visualizandolas con filtro DAPI. Las fotografias se capturaron a 20x.

Generacién de especies reactivas del oxigeno (ROS)

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos, con una densidad de 16 x 10
células/pocillo en 500 pyL de medio de cultivo. La determinaciéon de ROS se realiza
mediante el uso de una sonda fluorescente 2',7'-diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA). Esta sonda difunde a través de la membrana celular, es hidrolizada por
enzimas esterasas intracelulares y se oxida a la fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina
(DCF) en presencia de ROS. Las células fueron marcadas con esta sonda por una hora
a 37°C en incubador. Posteriormente se cambid el medio celular y las células fueron
tratadas con los compuestos a una concentracion de 25 y 50 yM durante 3 horas. A
continuacion, se recolecté el medio celular. Las células adheridas fueron tripsinizadas
para recolectarlas junto al medio celular en tubos Ependorff de 1,5 mL para su
posterior centrifugacion (10 minutos a 1500 g). El sobrenadante se elimind y el pellet
fue resuspendido en 500 pL de PBS. Como control sin marcaje se utilizd células sin
tratamiento, el control positivo fueron células sin tratar y marcadas. Ademas, se utilizd
un control tratado con solvente y marcadas con DCFH-DA vy, por ultimo, los
tratamientos con los diferentes compuestos.
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La fluorescencia se midi6 mediante citometria de flujo utilizando el filtro FL1. Los
resultados obtenidos tras el analisis en el citdmetro de flujo fueron representados en
histogramas y analizados para evaluar la produccién de especies reactivas de oxigeno,

utilizando el software Cyflogic 1.2.1.

Permeabilidad de membrana mitocondrial

Para la evaluacién del cambio de potencial de membrana mitocondrial, las células
fueron marcadas con rodamina 123, sonda cationica sensible a voltaje que se acumula
de forma reversible en las mitocondrias. Las lineas celulares evaluadas fueron HT-29,
MCF-7, PC-3 y CoN. Las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos, a una
densidad de 5 x 104 células/pocillo en 500 yL de medio de cultivo. Luego de 24 horas
de incubacioén, las células se trataron con los compuestos a las concentraciones 25 vy
50 uM durante 48 horas. Tras el tratamiento, se adicioné 5 pL de rodamina 123 a cada
pocillo y se incuba durante 1 hora a 37°C. Tras lo cual se analizdé la fluorescencia
asociada a la rodamina 123 mediante citometria de flujo. Para aquello se recoge el
contenido de cada pocillo en tubos de 15 mL, de manera independiente.
Posteriormente se adicionan 300 pL de PBS 1X a cada pocillo y se vuelven a recoger en
el mismo tubo de 15 ml a modo de obtener las células desprendidas. Luego se agregan
300 pL de tripsina, durante 10 minutos, para asi, obtener todo el contenido celular de
cada pocillo. Cada tubo se centrifugdé a 1500 g durante 10 minutos. El sobrenadante es
retirado y el pellet se resuspende en 500 pL de PBS 1X. Como control sin marcaje se
utilizaron células sin tratar, el control negativo fueron células tratadas con solvente y
marcadas con rodamina 123 y por ultimo, los tratamientos con los diferentes
compuestos. Los histogramas obtenidos tras el analisis en el citdmetro de flujo,
utilizando el filtro FL1 seran analizados para evaluar el porcentaje de células con
disminucién del potencial de membrana mitocondrial, utilizando el software Cyflogic
1.2.1.
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Activacion de Caspasas

Para evaluar la activacion de caspasas como una caracteristica del proceso apoptotico,
las células fueron tratadas con el marcador FITC-VAD-FMK (CaspACE™), el cual es un
isotiocianato de fluoresceina (FITC) conjugado con un inhibidor general de las caspasas
(VAD-FMK), siendo el FITC-VAD-FMK un marcador in situ que se une a las caspasas
activas. Las células se sembraron en placas de 24 pocillos, con una densidad de 8 x
10% células/pocillo en 500 puL de medio de cultivo. Luego de 24 horas de incubacién, las
células fueron expuestas a los tratamientos a una concentracion de 25 Y 50 uM de
cada compuesto durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se realizé el marcaje
durante 1 hora a 37°C en oscuridad con el marcador CaspACE. Tras el marcaje se
recolectd el medio y las células adheridas fueron tripsinizadas para almacenarlas en
tubos Ependorff de 1,5 mL para su posterior centrifugacién (10 minutos a 1500 g). El
sobrenadante se elimina y las células fueron resuspendidas en 500 pyL de PBS. Como
control sin marcaje se utilizdé células sin tratamiento, el control positivo fueron células
sin tratar y macadas. Ademas, se utilizé un control tratado con solvente y marcadas
con CaspACE, y por ultimo, los tratamientos con los diferentes compuestos. Los
histogramas obtenidos tras el analisis en citdmetro de flujo utilizando el filtro FL1 se
analizaron para evaluar el porcentaje de células con activacion de caspasas, utilizando

el software Cyflogic 1.2.1.

Analisis Estadistico

El analisis estadistico de los resultados del ensayo de Sulforodamina B se realizara
mediante el software Mystat, para determinar si existe diferencia estadisticamente
significativa en el efecto de los compuestos sobre la viabilidad celular. Se analizaran
los estadisticos descriptivos de los datos para determinar si cumplen con el supuesto
de la distribucion normal para utilizar pruebas paramétricas. De no cumplirse dicho
supuesto, se utilizara la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

Para el analisis estadistico, se trabajara con todas las concentraciones de los
compuestos (5, 10, 25, 50 y 100 uM) promediadas en las graficas, debido a que se
busca establecer que molécula hace la diferencia, independiente de la concentracion

utilizada.

26



RESULTADOS

Efecto citotoxico: Ensayo con Sulforrodamina B

En inicio se estudid el efecto de los diferentes derivados de chalconas sobre la
viabilidad celular mediante el ensayo de sulforrodamina B. Este colorante se une a
aminoacidos basicos de las proteinas de la célula, por lo tanto, permite determinar la
inhibicion del crecimiento mediante analisis colorimétrico, estimando indirectamente el
numero de células’?. El resultado de la prueba nos entrega la absorbancia de cada
pocillo en estudio, que posteriormente expresado en porcentajes para estimar el efecto
citotoxico luego de cada tratamiento. Este porcentaje es directamente proporcional a la

viabilidad celular’4,

Analisis estadistico

En la tabla 2 se muestra el analisis estadistico descriptivo de los compuestos
oxialquilados y dioxialquilados de chalconas, el cual determiné que las absorbancias no
cumplen con los supuestos de la estadistica paramétrica, particularmente la
distribucion normal (p<0,01). Lo anterior se ve apoyado por el coeficiente de asimetria
en que se observan un 33,3% con sesgo positivo, un 62,5% con sesgo negativo y sodlo
uno sin sesgo (4,2%). Respecto de la curtosis, tenemos un 33,3% son leptocurtosis,
un 25% de platicurtosis y un 24% de mesocurtosis. Debido a que los compuestos no
se distribuyen normalmente, se recurrié a la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis,
para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa (a=0,05) entre la
viabilidad celular de los diferentes compuestos, utilizando todos los valores de

concentracion (UM) en las graficas.
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Tabla 2: Estadistica descriptiva de las absorbancias (%) de los compuestos oxialquilados (A, B, C, D,
E, F, G, H, I, J y K) y dioxialquilados (L, N, M, O, P, Q, R, Sy T), derivados de chalconas, y control
negativo (Cn) y solvente (Cs) en las distintas lineas celulares.

LINEA COMPUESTO MINIM MAXIMO COEFICIENT COEFICIENT ESTADISTIC SHAPIR N

CELULAR S (o] (%) E DE ) E DE (o] O-WILK
(%) ASIMETRIA CURTOSIS SHAPIRO- P VALUE
WILK
HT-29 ABCDEF 0,220 492,463 1,772 1,516 0,973 0,000 425
GHIJKCGCs
Cn
HT-29 ADFGHI 5,405 169,938 -0,319 -0,930 0,930 0,000 228
Cs Cn
HT-29 LMNOPQ 2,434 120,430 0,077 -1,546 0,887 0,000 254
RS TCsCn
HT-29 LN O CsCn 2,684 173,138 0,258 -1,284 0,876 0,000 242
HT-29 HPRTCs 5,008 122,163 0,300 -1,467 0,881 0,000 248
Cn
HT-29 2526 CsCn 25,876 140,404 -1,276 2,207 0,857 0,000 120
MCF-7 ABCDEF 1,580 135,918 -1,608 4,152 0,883 0,000 488
GHIJKCs
Cn
MCF-7 ADFGHI 2,796 142,093 -0,361 -1,354 0,894 0,000 223
Cs Cn
MCF-7 LMNOPQ 3,821 168,907 0,191 -0,757 0,960 0,000 259
RS TCsCn
MCF-7 LN OCsCn 2,449 147,726 0,035 -1,570 0,881 0,000 245
MCF-7 HPRTCs 5,431 116,441 0,056 -1,569 0,895 0,000 231
Cn
MCF-7 2526 CsCn 26,472 124,773 -1,987 3,301 0,724 0,000 116
PC-3 ABCDEF 1,274 155,384 -0,928 1,091 0,928 0,000 509
GHIJKCs
Cn
PC-3 ADFGHI 10,008 168,186 -0,117 -0,865 0,929 0,000 227
Cs Cn
PC-3 LMNOPQ 3,878 185,644 0,284 -0,977 0,938 0,000 258
RS TCsCn
PC-3 LNOCsCn 3,301 141,053 0,259 -1,477 0,878 0,000 242
PC-3 HPRTCs 4,277 130,833 0,415 -1,179 0,907 0,000 228
Cn
PC-3 2526 CsCn 15,640 203,322 0,058 0,384 0,975 0,000 120
CON ABCDEF 10,975 108,981 -2,053 3,620 0,710 0,000 511
GHIJKCs
Cn
CON ADFGHI 7,957 178,574 -0,161 -1,153 0,912 0,000 226
Cs Cn
CON LMNOPQ 2,639 206,854 0,521 0,052 0,964 0,000 261
RS TCsCn
CON LN OCsCn 3,000 132,810 -0,063 -1,697 0,854 0,000 248
CON HPRTCs 4,708 117,048 0,189 -1,519 0,888 0,000 239
Cn
CON 2526 CsCn 47,458 47,458 -1,297 2,977 0,906 0,000 120
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Linea celular HT-29:

Primero, se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis (KW) sobre la viabilidad
de los compuestos oxialquilados derivados de chalconas en la linea celular HT-29 para
determinar si existe diferencia estadisticamente significativa entre ellos y los controles

negativo y solvente. (Tabla 3).

En la Figura 13 se observa que las viabilidades celulares se agrupan en dos conjuntos
de compuestos: ABCDE y FGHIJK. Se procedié a analizar los dos grupos por separado,
sin encontrarse diferencia estadisticamente significativa en ellos (a>0,05), es decir

ningun compuesto haria la diferencia en cada conjunto.
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Figura 13: Graficos de caja y bigotes de la viabilidad celular de los compuestos
oxialquilados derivados de chalcona en la linea celular HT-29. (a) compuestos A, B, C,
D, E, F, G H I J K CnhyCs, (b) compuestos A, B, C, D y E, (c) compuestos F, G, H,
I, Jy K. Cn: Control negativo. Cs: Control solvente.
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Luego del andlisis, se descartaron 5 compuestos por obtener alto porcentaje de
viabilidad: B (96%), C (96%), E (100%), J (84%) y K (81%). Los compuestos A, D, F,
G, H e I fueron seleccionados para realizar nuevos ensayos de viabilidad. La prueba de
KW indica que hay diferencia estadisticamente significativa entre ellos (p=0,009). Al
sospechar que el compuesto H es quien haria esta diferencia (Figura 14), se excluyd y
se realiz6 nuevamente la prueba, la cual indicé que no hay diferencia estadisticamente
significativa (a>0,05) entre los restantes compuestos, por lo tanto, H seria quién hace

la diferencia.
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Figura 14: Gréaficos de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos oxialquilados
derivados de chalcona en la linea celular HT-29. (a) compuestos A, D, F, G, H, I, Cn y
Cs, (b) compuestos A, D, F, G e I. Cn: Control negativo. Cs: Control solvente.

Al analizar la viabilidad de estos 6 compuestos, obtenemos que en promedio el
compuesto A tiene una viabilidad de 80%, D, 77%, F, 82%, G, 78% e 1 (76%). El
compuesto H seria quién mayor efecto tiene sobre la viabilidad, alcanzando en un
52%.
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Posteriormente se analizaron los compuestos dioxialquilados de chalcona L, M, N, O, P,
Q, R, S, y T junto con los controles negativo y solvente (tabla 3). El analisis mostro
gue existe diferencia estadisticamente significativa en ellos (p=0,000) y, ademas, que
se pueden agrupar en 3 conjuntos de compuestos con viabilidad celular parecida, LNO,
MQS y PRT (Figura 15). El analisis de estos grupos dio como resultado que los grupos
LNO y MQS no presentan diferencias (a>0,05) entre los compuestos que los
componen. Tras lo cual el grupo de compuestos PRT se comparé al compuesto H
(oxialguilado) que habia presentado diferencias significativas entre los compuestos
oxialquilados. El resultado indico que hay diferencia entre estos cuatro compuestos, y
que estos cuatro compuestos forman dos subgrupos, HP y RT, donde H y P fueron
quienes presentan menor viabilidad celular, por lo que se pusieron nhuevamente a
prueba, para identificar si alguno de ellos era diferente, sin embargo, ella indicé que

ninguno hace la diferencia (a>0,05).
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Figura 15: Gréaficos de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos
dioxialquilados derivados de chalcona en la linea celular HT-29. (a) compuestos L, M,
N, O, P,Q R, S, T, CsyCn, (b) compuestos M, Q y S, (c) compuestos L, Ny O, (d)
compuestos H, P, Ry T. Cn: Control negativo. Cs: Control solvente.
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Los compuestos M, Q y S fueron descartados debido a su alta viabilidad. En el caso de
M esta alcanzé en promedio un 77%, Q un 80% y S un 96%. Luego, se realizaron
nuevos ensayos con las moléculas restantes a las concentraciones 25 50 y 100 uM (Fig
14c vy 14d)

Los porcentajes de viabilidad obtenidos fueron en promedio para el compuesto H 33%,
para P 21%, para R 54% vy para T 49%. Los compuestos L, N y O son quienes
presentar la menor viabilidad en promedio, 17% para L, 26% para N y 20% en el caso
de O.

Ademas, se analizaron las moléculas 25 y 26 con la prueba de Kruskal Wallis, indica
que si bien hay diferencia estadisticamente significativa entre ellos y los controles
(p=0,001) los porcentajes de viabilidad de estas moléculas alcanzan el 80% (25) y

97% (26), en consecuencia, su efecto es bajo.
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Figura 16: Grafico de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos 25 y 26, y
control negativo (Cn) y solvente (Cs) en la linea celular HT-29.
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Linea celular MCF-7:

Con relacion al efecto sobre la viabilidad celular de los compuestos derivados de
chalconas en la linea celular MCF-7 se procedié a determinar si existe diferencia
estadisticamente significativa entre ellos (Tabla 4).

En el caso de esta linea, los porcentajes de viabilidad de los compuestos oxialquilados
se agrupan en tres conjuntos, por un lado, ABCDE y G, luego F y H, y IJK, con
diferencia significativa entre ellos (p=0,000). Por lo cual, se procedié a analizar cada
grupo por separado (Figura 17) con la misma prueba no-paramétrica, lo que indicé que
no hay diferencia estadisticamente significativa en ellos (a>0,05), es decir el efecto

sobre la viabilidad de los compuestos en cada conjunto es similar.
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Figura 17: Gréficos de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos oxialquilados
derivados de chalcona en la linea celular MCF-7. (a) compuestos A, B, C, D, E, F, G, H,
I, J, K, Cs y Cn, (b) compuestos A, B, C, D, E y G, (c) compuestos F y H, (d)
compuestos I, J y K. Cn: Control negativo. Cs: Control solvente.
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Luego de estos resultados, discrimo entre los porcentajes de viabilidad y se exluyeron
los compuestos B (95%), C (98%), E (97%), J (108%) y K (107%). El analisis
continud con los compuestos, A, D, F, G, H e I para realizar nuevos ensayos y se les
aplicé la prueba de KW, la cual indica que hay diferencia estadisticamente significativa
entre ellos (Tabla 4). Al sospechar que el compuesto H es quien haria esta diferencia
(Figura 18), se excluyo y se realizd6 nuevamente la prueba, la cual indicé que no hay
diferencia estadisticamente significativa (a>0,05) entre los restantes compuestos, aun
cuando parecia que el compuesto F también seria diferente, sin embargo, solo H seria

guién hace la diferencia.
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Figura 18: Gréficos de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos oxialquilados
derivados de chalcona en la linea celular MCF-7. (a) compuestos A, D, F, G, H, I, Cs y
Cn, (b) compuestos A, D, F, G e I. Cn: Control negativo. Cs: Control solvente.

Los porcentajes de viabilidad fueron los siguientes: A, 63%; D, 70%; F, 81%, G, 71%
e I 74%. El compuesto H presentd el mayor efecto en la viabilidad, alcanzando en

promedio un 45%.
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A continuacion, se analizaron los compuestos dioxialquilados de chalcona L, M, N, O, P,
Q, R, S, y T, junto con los controles negativo y solvente (tabla 4). El analisis mostro
que existe diferencia estadisticamente significativa en ellos (p=0,000) y, ademas, que
se forman 3 grupos de compuestos con viabilidad similar, LNO, MQS y PRT (Figura 19).
El analisis de estos grupos dio como resultado que los compuestos que los conforman
no presentan diferencias entre si en los grupos LNO y MQS (a>0,05). Luego el grupo
PRT se le compard con el compuesto H, quién presentd diferencia estadisticamente
significativa entre los compuestos oxialquilados. Como resultado se obtuvo que si hay
diferencia entre estos cuatro compuestos, los cuales forman dos subgrupos, HP y RT,
donde H y P fueron quienes presentan menor porcentaje de viabilidad, por lo que
fueron sometidos nuevamente a prueba para determinar si alguno de ellos era

diferente, sin embargo, la prueba indica que ninguno hace la diferencia (a>0,05).
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Figura 19: Graficos de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos
dioxialquilados derivados de chalcona en la linea celular MCF-7. (a) compuestos L, M,
N, O, P,Q R, S, T, Csy Cn, (b) compuestos M, Q y S, (c) compuestos L, Ny O, (d)
compuestos H, P, R y T. Cn: Control negativo. Cs: Control solvente.
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Los compuestos M, Q y S no siguieron en estudio debido a su alto porcentaje de
viabilidad. En el caso de M esta alcanz6 en promedio un 85%, Q, 84% y S 90%. Con
los compuestos restantes se realizaron nuevos ensayos de viabilidad a las

concentraciones 25 50 y 100 uM (Figura 19c y 19d).

Los porcentajes de viabilidad obtenidos para estos compuestos fueron: H 34%, P 37%,
R 61% y T 66%. Los compuestos L, N y O son quienes presentar el menor porcentaje
de viabilidad, siendo estos L 23%, N 31% y O 22%.

Ademas, se analizaron las moléculas 25 y 26 con la prueba de Kruskal Wallis (tabla 4),
indica que si bien hay diferencia estadisticamente significativa entre ellos y los
controles (p=0,001) los porcentajes de viabilidad de estas moléculas alcanzan el 88%

(25) y 94% (26), en consecuencia, su efecto es bajo (Figura 20).
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Figura 20: Grafico de caja y bigotes de la viabilidad celular de los compuestos 25 y 26,
y controles negativo (Cn) y solvente (Cs)sobre la linea celular MCF-7.
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VIABILIDAD (%)

Linea celular PC-3

Para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa, se les aplicé la prueba no

paramétrica de Kruskal Wallis a los porcentajes de viabilidad (Tabla 5).

Los resultados indican que hay diferencia estadisticamente significativa en las absorbancias,
y se pueden dividir en dos conjuntos, ABCDEF y GHIJK (Tabla 5). Por lo tanto, se realizé la
prueba no-paramétrica de Kruskal Wallis para analizar cada conjunto por separado (Figura
20). La prueba indica que no hay diferencia estadisticamente significativa en el conjunto
ABCDEF en ellos (a>0,05), es decir ningun compuesto haria la diferencia. En cambio, si la
hay en el grupo de GHIIJK, por lo que hizo nhuevamente la prueba sin el compuesto H, debido
a que en el grafico caja y bigotes se observa levemente diferente a los demas compuestos, y
en esa ocasion, la prueba dio como resultado que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre ellos (a>0,05). Segun estos resultados, el compuesto H seria quién

produce la diferencia en ese grupo.
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Figura 20: Graficos de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos oxialquilados
derivados de chalcona en la linea celular PC-3. (a) compuestos A, B, C, D, E, F, G, H, I, J], K,
Csy Cn, (b) compuestos A, B, C, D, Ey F, (c) compuestos G, H, I, ]y K.
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A partir de los porcentajes de viabilidad seleccionaron los compuestos, A, D, F, G, He Il y los
restantes fueron descartados por poseer una viabilidad elevada: B (94%), C (95%), E
(96%), J (83%) y K (71%). Se realizaron nuevos ensayos de viabilidad y sus resultados
fueron analizados con Kruskal Walis. Esta prueba indico que hay diferencia estadisticamente
significativa entre estos 6 compuestos (Tabla 5). En el grafico de caja y bigotes e observa
que el compuesto H es diferente al resto en cuanto a las absorbancias (Figura 21), entonces
se excluydé y se realizd nuevamente la prueba, la cual muestra que no hay diferencia
estadisticamente significativa (a>0,05) entre los restantes compuestos. Este resultado nos

dice que seria el compuesto H quién es diferente a los demas.
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Figura 21: Graficos de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos oxialquilados
derivados de chalcona en la linea celular PC-3. (a) compuestos A, D, F, G, H, I, Cs y Cn, (b)
compuestos A, D, F, G e I. Cs: Control solvente y Cn: Control negativo.

Los porcentajes de viabilidad entregados en este ensayo fueron: A 73%, d 69%, f 80% e I
77%. El compuesto H obtuvo un 54%, siendo el que presenta menor viabilidad sobre la linea

celular.
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Posteriormente, se estudiaron los compuestos dioxialquilados de chalcona (L, M, N, O, P, Q,
R, S, y T), junto a los controles negativo y solvente (tabla 5). El analisis estadistico arrojo
como resultado que existe diferencia significativa en ellos (p=0,000). En el grafico, se puede
observar que los 9 compuestos se dividen en 3 grupos segln su porcentaje de viabilidad
celular, LNO, MQS y PRT (Fig 21a). Cada grupo se analizd para determinar si algun
compuesto es diferente. El resultado indica que los compuestos que los conforman no
presentan diferencias entre si, en los grupos LNO y MQS (a>0,05). A continuacion, se
estudido el grupo PRT junto al compuesto H (oxialquilado) quien presentd diferencia
estadisticamente significativa entre los compuestos oxialquilados. El resultado muestra que
si hay diferencia entre estos cuatro compuestos. Se observa que los compuestos se pueden
agrupar en HP y RT (Figura 22d), donde H y P presentan menor porcentaje de viabilidad, por
lo que fueron sometidos nuevamente a la prueba para identificar si alguno de ellos era

diferente, sin embargo, la prueba indica que ninguno hace la diferencia (a>0,05).
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Figura 22: Gréaficos de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos dioxialquilados
derivados de chalcona en la linea celular PC-3. (a) compuestos L, M, N, O, P, Q, R, S, T, Cs y
Cn, (b) compuestos L, N y O, (c) compuestos M, Q y S, (d) compuestos H, P, R y T. Cs:
Control solvente y Cn: Control negativo.
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Los porcentajes de viabilidad mas altos los obtuvieron los compuestos M (91%), Q (90%) y
S (107%) por lo tanto no continuaron en estudio. Los restantes compuestos fueron
analizados en nuevos ensayos a las concentraciones 25 50 y 100 pM (Fig 21c y 22d). El
resultado sobre la viabilidad de los compuestos fue: H 25%, P 31%, R 61%, T 52%, L 18%,
N 24% y O 16%. Estos 3 ultimos compuestos son quienes presentan la menor viabilidad

celular.

Finalmente se analizaron las moléculas 25 y 26, junto con los controles negativo y solvente,
con la misma prueba no-paramétrica, indicando que existe diferencia entre ellos (tabla 5). Al
ir descartando compuestos para determinar quién hace la diferencia, se descubre que son el
26 y el control solvente, sin embargo, su porcentaje de viabilidad es elevado: 100% para el

compuesto 25 y 120% para 26, por lo tanto, su efecto citotdxico seria nulo. (Figura 23).
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Figura 23: Grafico de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos 25 y 26, controles
negativo (Cn) y solvente (Cs) en la linea celular PC-3.
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Linea celular CoN:

Con el fin de establecer si existe diferencia estadisticamente significativa en la viabilidad de

los compuestos derivados de chalconas aplicados a la linea celular CoN y los controles

negativo y solvente, se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis (Tabla 6).

Al igual que en las lineas anteriores, se observa que hay diferencia estadisticamente

significativa (p=0,000) y que se pueden dividir en dos conjuntos, en este caso, ABC y

DEFGHIJK (Figura 24) que presentan porcentajes similares. Para determinar si existe

diferencia se realizé |la prueba a cada grupo por separado (Tabla 6). El resultado indicdé que

no hay diferencia estadisticamente significativa en ellos (a>0,05),

compuesto seria distinto en cada grupo.
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Figura 24: Graficos de caja y bigotes de los porcentajes de viabilidad celular de los
compuestos oxialquilados derivados de chalcona sobre la linea celular CoN. (a) compuestos
A B C, D E F, G H I J K, Csy Cn, (b) compuestos A, By C (c) compuestos D, E, F, G,

H I JyK.

Los compuestos con mayor porcentaje de viabilidad no siguieron en estudio, corresponden a
B (93%), C (92%), E (93%), J (94%) y K (85%). Se continud trabajando con los restantes

compuestos en ensayos de viabilidad celular
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A los resultados se les aplicd la prueba, la cual muestra que no hay diferencia
estadisticamente significativa entre ellos (a>0,05) (Tabla 6). En el grafico de caja y bigotes
se observa que H posee menor viabilidad respecto a los demds compuestos (Fig 24). Este
hecho es apoyado por los porcentajes de viabilidad obtenidos: A 72%, D 77%, F 82%, G
76%, H 62% e I 81%.
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Figura 25: Graficos de caja y bigotes de viabilidad celular de los compuestos oxialquilados
derivados de chalcona A, D, F, G, H, I, Cs y Cn, en la linea celular CoN. Cn: Control negativo.
Cs: Control solvente.

A continuacién, se analizaron los compuestos dioxialquilados de chalcona L, M, N, O, P, Q, R,
S, y T, junto a los controles negativo y solvente (tabla 5). El analisis estadistico arrojéo como
resultado que existe diferencia significativa en ellos (p=0,000). En el grafico, se puede
muestra que los compuestos se dividen en 3 grupos segln su porcentaje de viabilidad: LNO,
MQS y PRT (Figura 26a). Cada grupo se analizé para determinar si algin compuesto es
diferente. El resultado indica que los compuestos que los conforman no presentan
diferencias entre si, en los grupos LNO y MQS (a>0,05). Luego se estudio el grupo PRT junto
al compuesto oxialquilado H (viabiliadad 62%). El resultado muestra que si hay diferencia
entre estos cuatro compuestos. A su vez, los compuestos se pueden agrupar en HP y RT (Fig
26d), donde H y P presentan menor porcentaje de viabilidad, por lo que fueron sometidos
nuevamente a la prueba para identificar si alguno de ellos era diferente, sin embargo, la

prueba indica que ninguno hace la diferencia (a>0,05).
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Figura 26: Gréficos de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos dioxialquilados
derivados de chalcona en la linea celular CoN. (a) compuestos L, M, N, O, P, Q, R, S, T, Cs y
Cn, (b) compuestos L, Ny O, (c) compuestos M, Qy S, (d) compuestos H, P, Ry T. Cs:
Control solvente y Cn: Control negativo.

Los compuestos con alto porcentaje de viabilidad M (94%), Q (985) y S (108%) fueron
descartados, y se continué trabajando con los restantes. Los siguientes ensayos se
realizaron a las concentraciones 25, 50 y 100 pM, y como resultado los porcentajes de cada
compuesto son: H 31%, P 32%, R 58%, T 58%, L 25%, N 27% y O 20%. Nuevamente L, N

y O resultan ser quienes menor porcentaje de viabilidad obtienen.
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Se realizd el analisis de las moléculas 25 y 26, junto con los controles negativo y solvente,
con la misma prueba no-paramétrica, dando como resultado que no que existe diferencia
entre ellos (a>0,05) (tabla 6). Los porcentajes de viabilidad de estos compuestos son 99%
para 25 y 103% para 26, por lo tanto, no poseen efecto sobre la viabilidad celular. (Figura
27).
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Figura 27: Grafico de caja y bigotes de las absorbancias con compuestos 25 y 26, y
controles negativo (Cn) y solvente (Cs) en la linea celular CoN.
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Finalmente, a partir de los analisis estadisticos y los porcentajes de viabilidad
entregados por el ensayo con Sulforodamina B, se seleccionaron los compuestos H, L,
N, O y P como se observa en la figura 28, para determinar el ICso y continuar los

siguientes ensayos previstos en este trabajo.

Viabilidad celular en HT-29
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Figura 28: Histograma del efecto sobre la viabilidad celular de los compuestos H, L, N,
O y P sobre la linea celular HT-29, a las concentraciones 25, 50 y 100 uM y los
controles solvente (Cs) y negativo (Cn).

Viabilidad celular en MCF-7
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Figura 29: Histograma del efecto sobre la viabilidad celular de los compuestos H, L, N,
O y P sobre la linea celular MCF-7, a las concentraciones 25, 50 y 100 uM y los
controles solvente (Cs) y negativo (Cn).
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Viabilidad celular en PC-3
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Figura 30: Histograma del efecto sobre la viabilidad celular de los compuestos H, L, N,
O y P sobre la linea celular PC-3, a las concentraciones 25, 50 y 100 uM y los controles
solvente (Cs) y negativo (Cn).

Viabilidad celular en CoN
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Figura 31: Histograma del efecto sobre la viabilidad celular de los compuestos H, L, N,
O y P sobre la linea celular CoN, a las concentraciones 25, 50 y 100 uM y los controles
solvente (Cs) y negativo (Cn).

50



Concentracion inhibitoria 50 (ICso)

Los valores de ICso obtenidos tras los ensayos para los compuestos H, L, N, O y P en
todas las lineas celulares se muestran en la tabla 7. En la linea HT-29 el mayor efecto
citotoxico fue producido por el compuesto O, en MCF-7 el compuesto L, en PC-3 el
compuesto O y en la linea CoN el compuesto L. Los valores de ICso indican que los
compuestos no actuarian selectivamente en células tumorales. Estos valores fueron

calculados mediante el software SigmaPlot 11.0

Tabla 7: Concentracién inhibitoria (uM) de los compuestos H, L, N, O y P, en las lineas
celulares HT-29, MCF-7, PC-3 y CoN.
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HT-29 MCF-7 PC-3 CON
H 36,3+/-3.4 37,3+/-2,9 23,1+/-1.8 38,1+/-3.3
L 18,5+/-2.0 20,3+/-3.1 25+/-3.5 15,9+/-1.2
N 31,1+/-3.3 28,1+/-2.5 22+/-1.9 29,0+/-3.1
o 17,1+/-1.8 27,9+/-4.5 11,0+/-1.7 22,9+/-3.6
P 24,1+/-3.0 32,3+/-2.5 32,4+/-3.8 25,9+/-2.0



Morfologia celular y nuclear

Microscopia con contraste de fase:

Figura 32: Microscopia de contraste de fase de la linea celular MCF-7 tratada con los
distintos compuestos; a: Control negativo;, b: Compuesto H; c: Compuesto L; d:
Compuesto N; e: Compuesto O; f: Compuesto P, incubadas por 48 horas,
concentracion 50 uM, aumento 20X.
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Figura 33: Microscopia de contraste de fase del compuesto H; a: Linea HT-29, b: Linea
MCF-7, c: Linea PC-3, d: Linea CoN, incubadas por 48 horas, concentracion 50 uM,
aumento 20X.

En las figuras 32 y 33 se muestran imagenes representativas obtenidas por
microscopia de contraste de fase de los compuestos H, L, N, O y P sobre las lineas
celulares HT-29, MCF-7, PC-3 y CoN, tratadas con los compuestos a 50 pym por 48
horas. Las células control corresponden a células sin tratar (Figura 32a). Las células
tratadas con los compuestos se observan disminuidas en su tamafio y con pérdida de
su forma fusada, adquiriendo una morfologia redondeada. Ademas, hay disminucién en
la cantidad de células, lo que podria indicar que estas células experimentaron muerte
celular. Tanto en las lineas celulares tumorales como en la no tumoral se observan
dichos cambios.
53



Microscopia de fluorescencia:

e

Figura 34: Microscopia de fluorescencia con tincion Hoechst de la linea celular MCF-7
tratada con los distintos compuestos;, a: Control negativo; b: Compuesto H; c:
Compuesto L; d: Compuesto N; e: Compuesto O; f: Compuesto P, incubadas por 48
horas, concentracion 50 uM, aumento 20X.



o N
a b

Figura 35: Microscopia de contraste de fase del compuesto N; a: Linea HT-29, b: Linea
MCF-7, c: Linea PC-3, d: Linea CoN, incubadas por 48 horas, concentracion 50 uM,
aumento 20X.

Para analizar cambios en la morfologia nuclear se utilizd microscopia de fluorescencia y
tincién con Hoechst (Figuras 34 y 35), un intercalante de DNA. Las células fueron
tratadas con los compuestos por 48 horas a 50 pm. En las células control, se conserva
la morfologia nuclear en comparacion con las células tratadas, en las cuales se
muestra condensaciéon y/o fragmentacion de la cromatina (flechas) en todas las lineas
celulares utilizadas, lo cual podria asociarse a procesos de muerte celular por
apoptosis.
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Citometria de Flujo: Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio que favorece la produccion de ROS
sobre su inactivacién por los sistemas de defensa antioxidante. La generacién de
especies reactivas de oxigeno y la liberacién de proteinas de la intermembrana al
exterior de la mitocondria, puede conducir a la activacién de multiples modos de
muerte celular’>.

El ensayo se realizé mediante citometria de flujo usando la sonda DCFH-DA aplicada a
las células antes de ser tratadas por 3 horas con los compuestos H, L, N, O y P. En la
figura 37 se observa el incremento en la intensidad de fluorescencia de los
tratamientos (25 y 50 pM) respecto del control marcado sin tratar. Si bien todos
generan ROS, los compuesto H y N son los que produjeron menor cantidad, y los
compuestos L, O y P los que producirian mas especies reactivas de oxigeno. A 25 uM
se detecté mayor cantidad de ROS a través de la fluorescencia que ha 50 uM.

El aumento en la producciéon de ROS podria desencadenar un proceso apoptético y
estar asociado a los resultados anteriores (viabilidad, morfologia celular y nuclear) y/o
posteriores (pérdida del potencial de membrana mitocondrial y activacion de

caspasas).
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Figura 36: Histograma de citometria de flujo para examinar la generacion de especies
reactivas de oxigeno utilizando la sonda DCFH-DA en la linea celular HT-29. (a)
Compuesto H. (b) Compuesto L. (c) Compuesto N. (d) Compuesto O. (e) Compuesto P.
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Generacion de ROS en HT-29
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Figura 37: Intensidad de fluorescencia emitida debido a la generacion de especies
reactivas de oxigenos (ROS) producto de los tratamientos con los diferentes
compuestos (25 y 50 uM) en la linea celular HT-29.
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Figura 38: Fluorescencia emitida debido a la generacion de especies reactivas de
oxigenos (ROS) producto de los tratamientos con los diferentes compuestos (25 y 50
uM) en la linea celular MCF-7.

58



Citometria de Flujo: Ensayo con Rodamina 123

El potencial de membrana mitocondrial resulta de la diferencia en el potencial eléctrico
generado por el gradiente electroquimico a través de la membrana interna de la
mitocondria’®. Se ha propuesto que cambios en la permeabilidad mitocondrial, podrian
inducir la apoptosis. Cuando hay un exceso de calcio y fosfato, la mitocondria se
despolariza y desacopla la cadena respiratoria. El poro de permeabilidad transicional
mitocondrial favorece la cascada de caspasas y la muerte celular al liberar factores
inductores de apoptosis como el citocromo ¢, factores de fragmentacién del nicleo y
proteinas como SMAC/ DIABLO que neutralizan los inhibidores enddgenos de la
apoptosis’>. La Rodamina 123 es una colorante fluorescente cationico que se utiliza
especificamente para marcar las mitocondrias activas sin efectos citotéxicos. Se utiliza
para analizar el potencial de membrana mitocondrial en poblaciones de células
apoptéticas. Este se distribuye de acuerdo con el potencial de membrana negativa a
través de la membrana interna mitocondrial. La pérdida de potencial dard como
resultado la salida del colorante de la mitocondria y, por lo tanto, la disminucién de la

intensidad de la fluorescencia”’.

En la figura 39 se muestran los histogramas obtenidos mediante citometria de flujo
utilizando Rodamina 123 en la linea celular HT-29 tratada con los compuestos H, L, N,
O y P. Los tratamientos muestran disminucion de la intensidad de fluorescencia
respecto del control marcado, que difiere segin cada compuesto y concentracion
utilizada. En la figura 40 se muestra el porcentaje de permeabilidad afectada, donde el
compuesto L tuvo mas efecto sobre el potencial de membrana. En cambio, en la linea
MCF-7 (figura 41) el compuesto que tuvo mayor efecto en las células fue N. La pérdida
del potencial de membrana se relaciona con los resultados de viabilidad y los cambios

morfoldgicos observados en las células.
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Figura 39: Histograma de citometria de flujo para examinar cambios en el potencial de

membrana mitocondrial, utilizando la sonda Rodamina 123 en la linea celular HT-29.
(a) Compuesto H. (b) Compuesto L. (c) Compuesto N. (d) Compuesto O. (e)
Compuesto P.
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Permeabilidad mitocondrial afectada en HT-29
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Figura 40: Porcentaje de células con permeabilidad mitocondrial afectada por los
tratamientos con los diferentes compuestos (25 y 50 uM) en la linea celular HT-29.
Cm: Control marcado. *: Estadisticamente significativo (p<0,05).

Permeabilidad mitocondrial afectada en MCF-7
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Figura 41: Porcentaje de células con permeabilidad mitocondrial afectada por los
tratamientos con los diferentes compuestos (25 y 50 uM) en la linea celular MCF-7.
Cm: Control marcado. *: Estadisticamente significativo (p<0,05).
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Citometria de Flujo: Ensayo activacion de caspasas

La apoptosis juega un rol fundamental en el desarrollo y la homeostasis de los
organismos multicelulares’. La supresion de la maquinaria apoptética es una
caracteristica distintiva del cancer®®. En el proceso de muerte celular programada, la
activacion de caspasas, enzimas del tipo cistein-proteasa, que presentan un residuo de
cisteina el cual media la escisidon de otras proteinas, a la altura de un residuo de
aspartato-cisteina, desempefia un papel clave en la apoptosis’®. Se han identificado al
menos 14 caspasas distintas, de las cuales, 8 desempefian papeles importantes
durante este proceso®’., El marcador CaspACE™ se une a las caspasas activas,
entonces, la fluorescencia serd proporcional a la activacion de caspasas tras los

diferentes tratamientos.

En los histogramas se observa el desplazamiento de la intensidad de fluorescencia
hacia la derecha luego de los tratamientos por 48 horas con los compuestos H, L, N, O
y P (25 y 50 uM) en la linea celular MCF-7. La figura 43 muestra que, a mayor
concentracion, se produce mayor intensidad en la fluorescencia. El compuesto P fue
quien presentd menos efecto. En la linea PC-3 se produce el mismo fenédmeno visto en
ROS, donde en ocasiones a 25 UM hay mas efecto que a 50 puM. Los tratamientos
podrian inducir la activacion de caspasas en esta linea tumoral, correlacionandose con
los ensayos realizados anteriormente. En HT-29 no se observa un aumento en la
intensidad de fluorescencia respecto del control marcado, por lo tanto, no se produciria

activacion de caspasas en esta linea celular.
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Figura 42: Activacién de caspasas analizada mediante citometria de flujo utilizando el
marcador CaspACE™ en la linea celular MCF-7 tras los tratamientos con: (a)
Compuesto H. (b) Compuesto L. (c) Compuesto N. (d) Compuesto O. (e) Compuesto P.
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Activacion de caspasas en MCF-7
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Figura 43: Intensidad de fluorescencia producto de la activacion de caspasas producto
de los tratamientos con los diferentes compuestos (25 y 50 uM) en la linea celular
MCF-7.
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Figura 44: Intensidad de fluorescencia producto de la activacion de caspasas producto
de los tratamientos con los diferentes compuestos (25 y 50 uM) en la linea celular PC-
3.
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Figura 45: Intensidad de fluorescencia producto de la activacion de caspasas producto
de los tratamientos con los diferentes compuestos (25 y 50 uM) en la linea celular HT-
29.
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DISCUSION.

Luego de evaluar la actividad citotéxica y proapoptdtica de los compuestos
oxialquilados y dioxialquilados de 2’,4’-dihidroxichalcona, se pudo determinar que
estas moléculas poseen efecto sobre la viabilidad en las lineas tumorales. La
comparacién de los derivados de la 2’,4'-dihidroxichalcona con los compuestos
sustituidos en diferente posicion compuestos 25 y 26, dio como resultado que los
segundos no tienen efecto sobre la viabilidad celular, esto nos indica que, las
modificaciones realizadas son relevantes en la actividad biolégica. Al analizar los
compuestos A, D, F, G, H e I, los resultados mostraron que el compuesto H es el que
tiene diferencia estadisticamente significativa al actuar en células tumorales, sin
embargo, en la linea CoN no hubo diferencia, y su efecto sobre la viabilidad fue menor

en comparacién con las lineas tumorales.

A partir de este ensayo se seleccionaron los compuestos con mayor efecto,
discriminando a través de su concentracion inhibitoria (ICso entre 11 y 37 uM en
células tumorales) los cuales fueron H (oxialquilado) y L, N, O y P (dioxialquilados).
Este resultado sugiere que la dioxialquilacion es mas efectiva que la oxialquilacion en
los efectos estudiados en los derivados de chalconas. Especificamente, el compuesto O
tuvo mayor efecto en las lineas MCF-7, PC-3 y CoN. En el caso de HT-29, este puesto

es ocupado por el compuesto L.

En otros estudios con chalconas oxialquiladas en el anillo A, se obtuvieron resultados
con ICso inferiores a los compuestos utilizados en este estudio, pero también se
presentaban moléculas sin efecto citotdxico®!, resultados que también se obtuvieron en
este trabajo, donde se fue excluyendo a los compuestos que no presentaban
citotoxicidad. Otro articulo compard chalconas sustituidas en el anillo A y B,
hidroxichalconas y flavonoides en las lineas tumorales TK-10, HT-29 y MCF-7, donde
las chalconas resultaron tener un mayor efecto citotéxico que las demas moléculas
mencionadas®2. Las chalconas bordnicas también demostraron poseer actividad
antitumoral en la linea HCT116 (cancer de colon). Sus ICso alcanzaron valores de 1.5
and 3.9 uM®!, Ferrocenil chalconas también mostraron poseer actividad citotoxica en
células Jurkat, HeLa, MCF-7 y A54983,
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Algunos de los mecanismos mediante los cuales las chalconas producen la muerte
celular, son: inhibiendo la degradacion de p53%2, suprimiendo la expresién de NF-kB®8,
activando vias apoptoéticas mediadas por mitocondrias®, entre otros. De acuerdo con lo
observado en el presente estudio, los compuestos H, L, N, O y P producen la
generacion de ROS, cambios en el potencial de membrana mitocondrial y activacién de
caspasas. Si bien la actividad no es por completo especifica, ellos inducen la muerte

celular, por lo que seria interesante continuar el estudio de estos compuestos.

Los compuestos seleccionados (H, L, N, O y P) mostraron influir en la morfologia que
presentan las células y sus nucleos , observandose cambios morfoldgicos asociados a
muerte celular (perdida de la adhesion celular) y apoptosis (condensacién y/o
fragmentacion del nlcleo)®>, en todas las lineas celulares utilizadas. Esto se
correlaciona con el efecto citotdéxico de los compuestos observado en el ensayo de
viabilidad.

Los resultados indican que las células tratadas con los compuestos pueden inducir la
generacion de ROS en células tumorales. Con todos los tratamientos se observd esta
generacién, sin embargo, el efecto de los compuestos es variable de una linea a otra.
En HT-29 todos los compuestos produjeron generacién de ROS, sin embargo, O a una
concentracion de 25 puM tuvo mayor efecto. En cambio, en MCF-7, el efecto de los
compuestos fue menor al del control marcado, a excepcién del compuesto O a la
misma concentracién mencionada en el caso de HT-29. A la concentracion 25 uM se
obtuvo valores mas altos de ROS, esto podria deberse a que las células a la
concentracion mayor (50 uM) mueren antes de realizar la medicion en el citdmetro de
flujo. La generacion de ROS podria propiciar el ambiente adecuado para inducir la
activacion de la via mitocondrial de la apoptosis’®>, algo observado en compuestos
similares a las chalconas®. Estudios con xantohumol, una chalcona prenilada,
mostraron que este compuesto produjo un aumento de la produccion intracelular de
ROS en células de glioblastoma humano, lo que resulté en muerte celular inducida por
MAPK?®3,
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De hecho, los compuestos en estudio produjeron cambios en la disminucion del
potencial de membrana mitocondrial y la activacion de caspasas. Ambos fendmenos
estan descritos en la iniciacion del proceso apoptotico®” 8, por lo tanto, la muerte
celular observada en los ensayos de viabilidad y morfologia celular y nuclear seria

muerte celular por apoptosis.

Dependiendo de la linea celular en estudio se pudo identificar que compuesto resulta
mostrar mayor efecto. En el caso del ensayo con Rodamina 123, los compuestos Ny L
produjeron mayor cambio en el potencial de membrana mitoncondrial en las lineas
MCF-7 y HT-29 respectivamente. El compuesto O también fue quién tuvo mayor efecto
en el ensayo de viabilidad celular de la linea MCF-7, por lo tanto, este compuesto

podria inducir la apoptosis mediante este mecanismo.

Respecto al ensayo de caspasas, en MCF-7 y PC-3, los compuestos O y N mostraron
producir mayor activacién de estas proteinas en estas lineas celulares, sin embargo, el
efecto es distinto respecto a la concentracion. En MCF-7 obtenemos mayor efecto a la
concentracion 50 yM, en cambio en PC-3 esto ocurre a 25 uM. En la linea HT-29 los
compuestos no produjeron activacion de caspasas, ya que el control marcado presenté
mayor fluorescencia que los tratamientos, por lo tanto, el efecto sobre la viabilidad
celular de estos compuestos en la linea HT-29 debe ser mediada por algun otro

mecanismo de muerte celular.

El xanthohumol ha sido estudiado sobre la linea celular HepG2 (cancer de higado)
donde produjo activacidon de las caspasas 3 y 9, ademas de aumentar la produccion de
ROS®, Este compuesto también actud activando las caspasas 3, 8 y 9 en células de
cancer cervical®*. En un estudio con células de cancer gastrico (MGC803) tratadas con
derivados de chalcona, se observd que estos compuestos provocaron la activacion de
las caspasas 3 y 9 e indujeron la generacién de ROS®°. Todos estos antecedentes nos
indican las posibles vias mediante las cuales las chalconas podrian llevar a cabo su
accion bioldgica y confirman que los datos obtenidos con los compuestos oxialquilados
y dioxialquilados derivados de chalconas de este estudio inducirian apoptosis en las

lineas tumorales estudiadas.
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En la siguiente tabla se resume el efecto, de mayor a menor que obtuvieron los

compuestos segln linea celular y ensayo, desde donde se puede correlacionar los

resultados entre ellos.

Tabla 8: Orden del efecto de los compuestos H, L, N, O y P en cada linea celular segun
el mecanismo proapoptético estudiado.

, Viabilidad Generacion Permeabilidad | Activacion de
Linea celular . .
celular de ROS mitocondrial caspasas
HT-29 LOPNH OPLNH LNHPO Ausente
MCF-7 OLHNP (0] NLHOP OLNHP
PC-3 ONLHP - - ONHLP
CoN OLNHP - - -

Por lo expuesto anteriormente, se concluye que, si bien estos compuestos muestran
actividad citotoxica y proapoptoética, esta actividad no es selectiva en células
cancerosas, afectando también a la linea celular no tumoral, por lo que seria necesario
realizar otro tipo de sustituciones en los compuestos seleccionados, con el objetivo de
mejorar la selectividad especificidad tumoral. Ademas, continuar trabajando con estos
compuestos para refinar estos resultados, ya que como se mostré a lo largo de este
trabajo, los 5 compuestos seleccionados resultan ser mas o menos efectivos segun la
linea celular y afectan de modo diferente los mecanismos estudiados por los cuales
podrian producir apoptosis. También podrian ser estudiados otras vias mediante las
cuales estas moléculas producirian apoptosis, mas alld de lo expuesto en este trabajo
(cambio en el potencial de membrana mitocondrial, activacion de caspasas y
generacion de ROS). Este trabajo abre una linea de investigacion sobre los compuestos

derivados de chalconas a partir de Adesmia balsamica.
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CONCLUSIONES

e Los compuestos derivados de chalconas tienen efecto citotéxico y proapoptotico
en las lineas celulares estudiadas.

e Luego de realizar el ensayo de Sulforodamina B sobre los compuestos
oxialquilados derivados de chalconas, el compuesto H resulté ser el que posee
mayor efecto sobre la viabilidad celular.

e En cuanto a los compuestos dioxialquilados, L, O, P y N (isocordoina) fueron los
que presentaron mayor efecto sobre la viabilidad celular.

e El compuesto O produjo mayor efecto citotdxico.

e El efecto de los compuestos sobre viabilidad celular no presenta selectividad
entre células tumorales y no tumorales.

e Los compuestos H, L, N, O y P producen cambios en la morfologia celular y
nuclear de las lineas celulares en estudio.

e Los compuestos H, L, N, O y P inducen la produccién de ROS, siendo O el que
tuvo mayor efecto en la linea HT-29.

e En la linea celular MCF-7, la generacion de ROS por parte de los compuestos no
fue supero al control marcado no tratado utilizado, a excepcién de O.

e En cuanto al cambio en el potencial de membrana mitocondrial, se observé que
el compuesto L es quien tuvo mayor efecto en la linea celular HT-29, y N, en la
linea celular MCF-7.

e Con respecto a la activacion de caspasas, los resultados mostraron que en las
lineas MCF-7 y PC-3, los compuestos produjeron activacion de estas proteinas.
Destaca el compuesto O en las lineas MCF-7 y PC-3.

e En cambio, en HT-29, se observa que los compuestos no superan el nivel de
fluorescencia del control marcado sin tratamiento, por lo que no se produjo
activacion de caspasas.

e ElI comportamiento de los compuestos seleccionados es variable, por el
momento no es posible determinar cudl es mas efectivo, sin embargo, la
dioxialquilacidon pareciera tener mayor efecto en general sobre los diferentes
ensayos realizados en las células.

e Son necesarios mas estudios para ver la posibilidad de desarrollar Ia

especificidad en estos compuestos.
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