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Abreviaturas

MM: micromolar

Akt: proteina serina/treonina quinasa

CDK®6: quinasa dependiente de ciclina

CTet: derivado ciclico tetramérico de indol-3-carbinol

DIM: diindolilmetano

ERK: quinasa regulada por sefial extracelular

I3C: indol-3-carbinol

ICso: concentracién inhibitoria del 50% del crecimiento celular
IS: indice de selectividad

M: molar

OSU-A9: [1-(4-cloro-3-nitrobenzenosulfonil)-1H-indol-3-il]-metanol
PBS: buffer fosfato salino

SBF: suero bovino fetal

SRB: sulforodamina B

TCA: acido tricloroacético

TRIS: hidrodimetil aminometano



Resumen

El cancer es una enfermedad causada por cambios en los genes que controlan la forma
en como funcionan nuestras células, especialmente la forma en que crecen y se
dividen. Las células cancerosas pueden ignorar las sefiales que normalmente dicen a
las células que dejen de dividirse o que empiecen un proceso que Se conoce cComo
muerte celular programada, o apoptosis.

Estudios epidemioldgicos muestran que un incremento en el consumo de vegetales
cruciferos estd asociado a la disminucién de la incidencia de cancer humano. Entre los
compuestos descritos se encuentra indol-3-carbinol. Los efectos anticancerigenos de
derivados de indol presentes en la dieta aumentan la atenciéon a estos compuestos
como posibles agentes quimiopreventivos.

En el presente estudio se evalud la actividad bioldgica de derivados de indol-3-carbinol,
primeramente sobre el efecto en la viabilidad celular mediante el ensayo de
sulforodamina B, ademas se analiz6 el efecto sobre la muerte celular evaluando el
potencial de membrana mitocondrial y la activacién de caspasas, y finalmente se
analizo el efecto sobre la migracién celular a través del ensayo de la herida y ensayo
en camara de migracion, en lineas celulares cancerigenas.

Los distintos derivados de indol-3-carbinol mostraron efecto citotdxico, reduccion del
potencial de membrana mitocondrial, induccién de activacion de caspasas vy

disminucién de la migracion celular.



I. Introduccion

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo; en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes
relacionadas con el cancer'), Se prevé que el nimero de nuevos casos aumente en
aproximadamente un 70% en los préximos 20 afos.

En 2012, los canceres diagnosticados con mas frecuencia en el hombre fueron los de
pulmoén, préstata, colon y recto, estdbmago e higado. En la mujer fueron los de mama,

colon y recto, pulmén, cuello uterino y estémago®.

El cancer es el crecimiento descontrolado de células anormales en el cuerpo. Las
caracteristicas del cancer comprenden capacidades bioldgicas adquiridas durante el
proceso de desarrollo de los tumores humanos. Estas capacidades son: auto-
suficiencia en sefales de crecimiento, insensibilidad a inhibidores del crecimiento,
evasion de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis mantenida vy
capacidad de invadir los tejidos y generar metdstasis® (figura 1). Las células
cancerigenas poseen la capacidad para mantener la proliferacién de manera cronica.
En las células normales, la proliferacién y la supervivencia estan bajo el control de
factores de crecimiento y hormonas. Los tejidos normales controlan la produccion vy
liberacion de sefiales promotoras del crecimiento celular, asegurando de esta manera
una homeostasis del nimero de células y con ello, el mantenimiento de la arquitectura
y la funcion del tejido normal. En las células cancerigenas, la desregulacién de las vias
de sefalizacién, como resultado de mutaciones y/o cambios epigenéticos, provoca que
las células se salgan del control y se vuelvan resistentes. Las células cancerosas,
mediante la desregulacion de estas senales, se convierten en duefias de sus propios
destinos. Las sefiales que permiten esto, son transmitidas en gran parte por factores
de crecimiento que se unen a los receptores de la superficie celular, los cuales
contienen un dominio intracelular tirosina quinasa. Esta ultima procede a emitir
sefales a través de vias intracelulares que regulan la progresion a través del ciclo
celular®,

Las células cancerigenas pueden adquirir la capacidad de mantener la sefalizacion
proliferativa mediante la produccion de sus propios factores de crecimiento, resultando
en una estimulacion autocrina de la proliferacion. También pueden enviar sefiales
estimulantes a células normales que rodean el tumor, las cuales suministraran factores

de crecimiento a la célula cancerigena®.



Esto provoca que las células crezcan fuera de control, puesto que se dividen
demasiado rapido y no mueren de la manera normal. La muerte celular es esencial
para la regulacion del desarrollo, y mas tarde para el mantenimiento de la homeostasis
tisular, la cual es consecuencia del equilibrio entre muerte y proliferacién celular®®, La
pérdida de la homeostasis de las células epiteliales conduce a la progresion de un
cancer agresivo, la cual esta relacionada con la pérdida de las caracteristicas epiteliales

y la adquisicién de un fenotipo migratorio”.

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death SUPPressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis 1d metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 1: “Sellos distintivos del cancer”. Propiedades que poseen las células cancerigenas®.

La apoptosis fue descrita inicialmente por sus caracteristicas morfoldgicas, incluyendo
la contraccién celular, formacion de ampollas en la membrana, condensacién de la
cromatina y fragmentacién nuclear®®®), Por lo general se requieren varias horas desde
el inicio de la muerte celular a la fragmentacién celular. Sin embargo, el tiempo
necesario depende del tipo de célula, el estimulo y la via apoptética®. El conocimiento
de que la apoptosis es un programa celular dirigido por genes ha tenido profundas
implicaciones para la comprension de la biologia del desarrollo y la homeostasis tisular,
ya que implica que el numero de células puede ser regulado por factores que influyen
en la supervivencia celular, asi como aquellos que controlan la proliferacion y la
diferenciacién celular.

En el cancer, hay una pérdida del equilibrio entre la proliferacion celular y la muerte

celular. Este problema puede surgir en cualquier paso del camino de la apoptosis. Un



ejemplo es la regulacién a la baja de p53, un gen supresor de tumores, que se traduce
en disminucién de la apoptosis, crecimiento y desarrollo tumoral*?. La inactivacién de
p53, independientemente del mecanismo, se ha relacionado con muchos canceres
humanos!#!31%) sin embargo, al ser un arma de doble filo, la apoptosis puede ser la
causa del problema, asi como la soluciéon, ya que muchos ya han incursionado en la
busqueda de nuevos farmacos dirigidos a diversos aspectos de la apoptosis‘*>!®, Por lo
tanto, la apoptosis desempena un papel importante tanto en la carcinogénesis, como

en el tratamiento del cancer*”,

La correcta ejecucién de la muerte celular por apoptosis requiere la activacion y
ejecucion coordinada de varios elementos. La mayoria de los estimulos que conducen a
la apoptosis convergen en la mitocondria y provocan la permeabilizacion de su
membrana externa. Con la permeabilizacién se liberan una serie de proteinas, dentro
de la cuales se encuentra citocromo-c'® y SMAC/Diablo*®, que activan las
caspasas‘??1?2), Estas inducen la mayoria de los acontecimientos proteoliticos de la
apoptosis y son consideradas como responsables finales de la muerte celular. En el
citoplasma y en el espacio intermembranal de las mitocondrias se localizan en forma
de procaspasas, las cuales son activadas por clivaje y actan como ejecutoras que
escinden moléculas de supervivencia celular y ponen en marcha las actividades que

inducen la muerte de la célula®?.

Las caspasas son centrales en el mecanismo de la apoptosis, se encuentran las
iniciadoras y las ejecutoras. Hay tres vias por las que las caspasas se pueden activar.
Las dos vias de iniciacibn comuUnmente descritas son las vias intrinseca (o
mitocondriales) y extrinseca (o receptor de muerte) de la apoptosis (figura 2). Ambas
vias pueden dar lugar a una via comun o fase de ejecucion de la apoptosis. También se
encuentra dentro de las vias de iniciacion, la via intrinseca del reticulo

endoplasmatico®®.
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Figura 2: Via intrinseca y extrinseca de la apoptosis. La via extrinseca comienza con sefiales cuando los

ligandos se unen a los receptores de muerte y la via intrinseca comienza en la mitocondria por dafios
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genéticos, estrés oxidativos, etc. Ambas vias conducen a una via en comuin
La via extrinseca del receptor de muerte, comienza cuando los ligandos de muerte se
unen a un receptor de muerte. Los receptores de muerte mas conocidos son el
receptor de TNF tipo 1 (TNFR1), y una proteina relacionada llamada Fas (CD95) y sus
ligandos, TNF y Fas ligando (FasL), respectivamente(®®, Estos receptores de muerte
tienen un dominio de muerte intracelular que recluta proteinas adaptadoras, tales
como el dominio de muerte asociado al receptor TNF (TRADD) y el dominio de muerte

28) La unién

asociado a Fas (FADD), asi como a cisteina-proteasas como la caspasa-8
de un ligando de muerte a un receptor de muerte, resulta en la formacién de un sitio
de unidén para una proteina adaptadora y el complejo completo de ligando-receptor-
adaptador se conoce como el complejo de sefializacién inductor de muerte (DISC)®%,
DISC inicia el ensamblaje y la activacion de la pro-caspasa-8. La forma activada de la
enzima, la caspasa 8, es una caspasa iniciadora, que inicia la apoptosis clivando otras

caspasas ejecutoras.



La via intrinseca se inicia dentro de la célula. Estimulos internos como el dafio genético
irreparable, la hipoxia, concentraciones extremadamente altas de Ca®* citosdlico y el
estrés oxidativo severo, son algunos de los factores desencadenantes de la iniciacién
de la via mitocondrial intrinseca. Independientemente de los estimulos, esta via es el
resultado del incremento de la permeabilidad mitocondrial y de la liberacién de

moléculas pro-apoptéticas, tales como citocromo-c en el citoplasma‘”).

Esta via esta estrechamente regulada por un grupo de proteinas que pertenecen a la
familia de Bcl-2. Hay dos grupos principales de proteinas Bcl-2, las proteinas pro-
apoptéticas (Bax, Bak, Bad, Bcl-xs, Bid, Bik, Bim, Hrk, etc) y las proteinas anti-
apoptoticas (Bcl-2, Bcl-xI, Bcl-w, Bfl-1 y Mcl-1, etc). Mientras que las proteinas anti-
apoptoticas regulan la apoptosis mediante el bloqueo de la liberacion mitocondrial de
citocromo-c, las proteinas pro-apoptoéticas actian mediante la promocion de dicha
liberacion. El equilibrio entre las proteinas pro y anti-apoptoticas es lo que determina si

se iniciara la apoptosis®®®,

Se cree que la via intrinseca del reticulo endoplasmatico depende de la caspasa-12 y
es independiente de las mitocondrias(®*®. Cuando el reticulo endoplasmaético se lesiona
por estrés celular como hipoxia, radicales libres o deprivacion de glucosa, se produce
un desplegamiento de proteinas y se reduce la sintesis de proteinas en la célula, y una
proteina adaptadora, conocida como factor 2 asociado a receptor de TNF (TRAF2), se

disocia de la procaspasa-12, lo que resulta en la activacion de ésta®®®,

Generalmente, los mecanismos por los que se produce la evasidon de la apoptosis
pueden ser divididos en: 1) perturbacién en el equilibrio de las proteinas pro y anti-
apoptéticas, 2) reduccién de la funcién de caspasas y 3) deterioro de la sefializacién de

los receptores de muerte*”) (figura 3).
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Figura 3: Mecanismos que contribuyen a la evasion de la apoptosis y la carcinogénesis. En las

células cancerigenas se activan las vias para favorecer la supervivencia celular en lugar de la muertet” 39,

Por otra parte, la migracién y la invasién celular son pasos cruciales en muchos
eventos fisiolégicos como la implantacion del embrién, embriogénesis, morfogénesis,

n®132) Sin embargo,

neurogénesis, angiogénesis, cicatrizacion de heridas e inflamacié
la migracion e invasidon celulares también estan implicadas en la fisiopatologia de
muchas enfermedades, dentro de las cuales encontramos el cadncer. Por ejemplo, en el
caso de la N -cadherina, se expresa normalmente en la migracién de neuronas y
células mesenquimales durante la organogénesis, mientras que en las células de un
carcinoma invasivo se produce una sobre-regulaciéon. Ciertamente, la capacidad de
producir metdastasis, es la principal caracteristica de los tumores malignos y es una de
las principales causas de muerte por cancer. Esto es debido al hecho de que la
metastasis esta constituida por células mas resistentes, agresivas y eficientes que los
que forman el tumor primario©®®

El mecanismo molecular subyacente a los pasos de metastasis son: (1) separacion de
las células tumorales desde el tumor primario, (2) invasion en el tejido circundante,
(3) intravasacion en la sangre o en vasos linfaticos, (4) difusion en el torrente
sanguineo o en el sistema linfatico y, por ultimo, (5) extravasacion y crecimiento en un

sitio secundario. Cada uno de estos pasos requiere un programa molecular distinto en

6



el que la modulacion de la adhesion y la migracién, asi como las propiedades del

citoesqueleto de las células tumorales diseminadas, juegan papeles esenciales?.

Resumiendo, la célula cancerosa adquiere caracteristicas que le permiten una
proliferacién de forma anormal y con esto, la supervivencia mas alla de su periodo de
vida normal. La terapia para el cancer, que implica el uso de farmacos citotdxicos,
mata las células que tienen un alto nivel basal de la proliferacién y regeneracién®®,

En la medicina tradicional se han utilizado muchos productos de origen vegetal para el
tratamiento una serie de enfermedades humanas. Los fitoquimicos presentes en ellos,

y sus derivados, son los principales moldes para el desarrollo de nuevos farmacos®©®.

Estudios epidemioldgicos y dietéticos han proporcionado un vinculo entre el consumo
de verduras cruciferas y el bajo riesgo de cancer. Las plantas cruciferas,
pertenecientes al género Brassica, poseen un efecto protector contra el cancer que
puede deberse a su alto contenido de glucosinolatos, puesto que la hidrolisis de éstos
por la enzima mirosinasa, da como resultado la formacion de compuestos
bioldgicamente activos, incluyendo indoles e isotiocianatos®® (figura 4), de los cuales

se ha demostrado que poseen propiedades anticancerigenas(37:36:38:39),
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/
/ \
S N

Indole-3-carbinol
Figura 4: Formacion de Indol-3-carbinol. La hidrélisis de glucobrasicina por mirosinasa a pH neutro
resulta en un indol isotiocianato inestable que se degrada para formar Indol-3-carbinol y el idn tiocianato.
(Adaptada desde ©39),



Se le atribuye efecto quimiopreventivo a la actividad antitumoral de una molécula
comun, indol-3-carbinol (I3C) y sus productos metabdlicos. Indol-3-carbinol es
guimicamente inestable en ambientes acuosos y en el acido gastrico, condiciones que
se encuentran en cultivo celular y el ambiente acido del estémago in vivo,
respectivamente. En condiciones acidas, I3C se convierte rapidamente en numerosos
productos de condensacion (figura 5), de los cuales 3,3- diindolilmetano (DIM) es el

z4%4) E| efecto de I3C in vivo podria ser atribuible a la

metabolito mas activo y efica
formacion de DIM.
Diferentes estudios han demostrado que I3C induce la detencién del ciclo celular en la

(42,43) “4 y evita la invasién

fase G1 en las células cancerosas , promueve la apoptosis
tumoral y la metastasis®”. Se ha encontrado que I3C promueve la detencién del ciclo
celular mediante la regulacién negativa de proteinas ciclinas tales como la ciclina D1 y
ciclina E. Ademas, se piensa que I3C induce la apoptosis por mecanismos que
dependen de la regulacion negativa de los genes anti-apoptoticos Bcl-2, Bcl-xL y
survivina, y por potenciacion de la expresion de Bax y por la activacidon de la caspasa-3

y la caspasa-9(#0:42:4546)

CH,
CH,OH
C . 2
H
Indole-3-carbinol Multiple I3C condensation
(13C) Products

Figura 5: Conversion de indol-3-carbinol a 3,3 diindoilmetano (DIM) por la accion de medio

acido. Indol-3-carbinol sufre un reordenamiento formando DIM y mdltiples productos de condensacién®®®,

Indol-3-carbinol y DIM han demostrado la supresion de la proliferacion de diversas

lineas celulares de cancer, en un intervalo de concentracion de 50-100 yM, entre las

(46,47,48,49) (50,51,52)
4

que se encuentran las lineas celulares cancerigenas de mama , colon

at**535% y endometrio®, apuntando a un amplio espectro que incluye las vias

prostat
de sefializacion que regulan la homeostasis hormonal, la progresion del ciclo celular, la

proliferacion y supervivencia celular(40:56:57:58),



Estudios han mostrado que indol-3-carbinol a concentraciones de 60 y 100 uM induce
la pérdida de potencial de membrana mitocondrial en células CA1a®®, mientras que a
concentraciones superiores a 100 uM incrementa la activaciéon de caspasas en células
MDA-MB-231 y MDA-MB-468(%, Otros estudios indican que el tratamiento con I3C a
200 pM induce la detencidn del ciclo celular en células de cadncer de mama(®1:6263, En
células de cancer de préstata se ha reportado que I3C reduce la migracion celular a

una concentraciéon de 100 uM®9,

Indol-3-carbinol y/o DIM activa o inactiva multiples receptores nucleares, induce estrés
en el reticulo endoplasmatico, disminuye el potencial de membrana mitocondrial y

modula multiples vias de sefializacién que incluyen quinasas®® (figura 6).

: : Kinase inhibition Other cellular targets

\ / Cytosol

ER Stress-Apoptosis
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Figura 6: Vias en las que actua I3C/DIM. Indol -3-carbinol y DIM modulan multiples respuestas y genes

en lineas celulares de cancer a través de varias vias®®>,

La diversa actividad bioldgica asociado a derivados inddlicos, tanto de origen natural y
sintético, asegura que la sintesis de este importante sistema de anillos, sigue siendo

un tema de interés actual(®>®),



Debido a la evidencia presentada y a la importancia bioldgica que se adjudican los

compuestos derivados de indol-3-carbinol, se plantea como hipotesis:

“Derivados hemisintéticos de Indol-3-Carbinol reducen la viabilidad celular,

inducen la muerte celular e inhiben la migracion celular, en lineas celulares

tumorales”
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II.

Objetivos

i Objetivo General

Evaluar el efecto de derivados hemisintéticos de I3C sobre viabilidad, muerte y
migracién celular en lineas celulares PC-3, MCF-7, MDA-MB-231, HT-29 y CoN.

ii. Objetivos Especificos

Determinar el efecto de derivados hemisintéticos de I3C sobre la viabilidad
celular en las lineas celulares PC-3, MCF-7, MDA-MB-231, HT-29 y CoN.
Estudiar el mecanismo de derivados hemisintéticos de I3C sobre la muerte
celular en las lineas celulares PC-3, MCF-7, MDA-MB-231, HT-29 y CoN.
Estudiar la funcion de derivados hemisintéticos de I3C en la migracién celular
en las lineas celulares PC-3, MCF-7, MDA-MB-231, HT-29 y CoN.
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III. Materiales y métodos

i Materiales
Soporte permeable Transwell®

Placas de micropocillos para cultivo de
12, 24 y 96 pocillos

Orange Scientific®

tejidos de 6,

Placas petri para cultivo de tejidos de

60 mm Falcon®
Varillas de papel Babyland®
Portaobjeto SAIL BRAND

Cubreobjeto EUROTUBO®

ii. Equipos

Camara de flujo laminar clase II ESCO®

Incubadora Kendro Laboratory
Products®.
Refrigerador modelo Altus 700

Mademsa®
Camara de Neubauer

Microscopio invertido Ivens-microscope,
modelo XD-202

Centrifuga HETTICH®,

modelo MIKRO 22R

refrigerada
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Tubos para centrifuga de 15 y 50 ml

Biologix

Botellas de vidrio con tapa Duran
Schott®

Micropipetas Biopette®,
p10, p20, p200 y p1000

modelos p2,

Micropipeta multicanal de 200 pl

Biopette®

Puntas para micropipetas desechables
de 10, 200 y 1000 I

Lector de Microplacas Biotek®.
Citdmetro de flujo BD FACSCalibur™.

Microscopio de fluorescencia invertido

motorizado modelo IX 81 Olympus®.

Camara Digital modelo DP 71
Olympus®.
Balanza analitica Mettler Toledo®
ML204.

Vortex VELP® Scientifica.


http://www.upc.edu/sct/es/equip/210/centrifuga-refrigerada-centrifugadora-refrigerada.html

iii. Reactivos

Indol-3-carbinol Sigma-Aldrich®
Dimetilsulféoxido (DMSO)
Rodamina 123 Sigma-Aldrich®
Safranina Merck®

Hoechst 33342 Sgma-Aldrich®
Medio de montaje Dako

Tris Base Promega

DMEM/HIGH GLUCOSE HyClone®
HAM’ S/F-12 HyClone®

Suero Bovino Fetal Gibco®

Penicilina-Estreptomicina GibcoBRL®
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Tripsina-EDTA Gibco®.

Buffer Fosfato Salino Gibco®
CaspACE™ FITC-VAD-FMK

Azul de Tripan Gibco®

Acido Acético Winkler LTDA®
Acido Tricloroacético EMSURE®

Sulforodamina B (SRB) Sigma-Aldrich®

Hidroximetil-aminometano (TRIS)
Merck®

Metanol Merck®

Cristal Violeta Merck®



iv. Lineas Celulares

Células y condiciones de cultivo celular

Las lineas celulares utilizadas fueron obtenidas desde la American Type Culture
Collection (Rockville, MD, USA). Las células CoN (linea celular epitelio de colon no
tumoral), MCF-7 (linea celular de cancer de mama derivada de adenocarcinoma), MDA-
MB-231 (linea celular de cancer de mama derivada de adenocarcinoma), PC-3 (linea
celular de cancer de prostata derivada de adenocarcinoma) y HT-29 (linea celular de
cancer de colon derivada de adenocarcinoma) fueron cultivadas en DMEM-F12. El
medio fue complementado con 10% de FCS, 100U/mL de penicilina, 100 ug/mL de
estreptomicina y 1 mM de glutamina. Las células fueron siempre mantenidas en un
incubador a 37°C en 5% CO,: 95% de aire mezclado.

Antes de cada tratamiento, las células fueron incubadas en estas condiciones durante

24 horas para obtener una 6ptima confluencia y adhesion.
V. Compuestos

Indol-3-Carbinol y derivados

Los compuestos utilizados fueron: 1-(4’-hidroxibencil)-1H-indol-3-carboxaldehido (1),
1-(4'-hidroxibencil)-1H-indol-3-carbinol (2), 1-(3’-hidroxi-4'-hidroxibencil)-1H-indol-3-
carboxaldehido (3), 1-(3’-hidroxi-4’-metoxibencil)-1H-indol-3-carbinol (4), 1-(piridin-
3’-ilmetil)-1H-indol-3-carbinol (5), 1-(piridin-4’-ilmetil)-1H-indol-3-carbinol (6) e indol-
3-carbinol (7) (figura 7). Los derivados hemisintéticos de indol-3-carbinol fueron
sintetizados por Luis Monasterio Ocares en el laboratorio del Dr. Erwin Pérez
Hernandez, Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Cada uno de los compuestos fue
preparado con DMSO al 100%, obteniendo una concentracion final de 0,1M de cada
compuesto. Cada solucidén stock fue almacenada a -20°C hasta su posterior utilizacién.
Al momento de realizar las diluciones, para tratar las distintas lineas celulares, se
utilizé agua destilada estéril hasta obtener una concentracién final de cada compuesto
de 1mM. El volumen de cada tratamiento adicionado al cultivo fue dependiente de la

concentracion a ensayar. La concentracion final del solvente en cultivo fue 0,1%.
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Figura 7: Estructura de Indol-3-Carbinol y sus derivados. Las estructuras corresponden a los
compuestos: (1)1-(4'-hidroxibencil)-1H-indol-3-carboxaldehido, (2) 1-(4'-hidroxibencil)-1H-indol-3-carbinol,
(3) 1-(3’-hidroxi-4'-hidroxibencil)-1H-indol-3-carboxaldehido, (4) 1-(3’-hidroxi-4’-metoxibencil)-1H-indol-3-
carbinol, (5) 1-(piridin-3’-ilmetil)-1H-indol-3-carbinol, (6) 1-(piridin-4’-ilmetil)-1H-indol-3-carbinol e indol-3-
carbinol (7).

vi. Viabilidad celular

Ensayo de citotoxicidad

Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos, a una densidad de 3 x 103

células/pocillo en 100 pl e incubadas durante 24 horas, antes de cada ensayo.

Inicialmente, para determinar el efecto sobre la viabilidad celular del solvente utilizado
en la preparacion de los distintos compuestos, se realizé la incubacion con el solvente
(concentracién final en cultivo de 0.1%) y otra con medio de cultivo, durante 72 horas
a 37°C en 5% de CO,, en las lineas celulares CON, HT-29, PC-3, MCF-7 y MDA-MB-
231.

Para evaluar el efecto de los distintos compuestos, las células fueron tratadas por

triplicado con Indol-3-Carbinol y los compuestos derivados 2, 3, 4, 5, 6 y 7 a las

concentraciones de 100, 50, 25, 10, 5 y 1 uM, utilizando el solvente DMSO como

15



control negativo a la concentracion final en cultivo de 0,1%. Tras el tratamiento, las

células fueron incubadas por 72 horas a 37°C en 5% CO,.

Por otro lado, se realiz6 el mismo ensayo para evaluar el efecto de los compuestos a
una concentracion de 10, 5, 2.5 y 1uM, durante 24 horas, por triplicado, para decidir

las concentraciones a utilizar en los experimentos posteriores de migracion celular.

Para determinar el efecto sobre la viabilidad celular de los compuestos, se empled el
ensayo de sulforodamina B, el cual permitio medir la cantidad de células viables tras

cada tratamiento.

Luego de cada incubacién las células fueron fijadas con 25 pL de acido tricloroacético
(TCA) al 50% p/v durante una hora a 4°C (TCA final 10%). Posteriormente las células
fueron lavadas 3 veces por inmersion en agua destilada. Tras lo cual se tifieron con 50
uL/pocillo de sulforodamina B (SRB), al 0,1% p/v en acido acético al 1% v/v, dejando
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Tras la tincidn, las células fueron lavadas
3 veces con 150 uL/pocillo de acido acético y se dejd secar a temperatura ambiente. El
colorante fue solubilizado con 150 uL/pocillo de Tris Base 10 mM, para posteriormente

medir la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm en el lector de microplacas.

Los valores obtenidos fueron llevados a porcentajes de células viables respecto del
control y promediados para asi obtener el valor de ICs, de cada compuesto en las

lineas celulares estudiadas, utilizando el software SigmaPlot 11.0.

Los porcentajes de viabilidad celular se compararon con el control, para determinar si
existia diferencia estadisticamente significativa en el efecto sobre la viabilidad celular
tras cada tratamiento. Con el mismo propdsito, se realizé una comparacion entre los
compuestos 1 y 2, como también entre los compuestos 3 y 4, con la finalidad de
evaluar la posible variacion del efecto sobre la viabilidad celular de éstos, considerando
que los compuestos con terminacién -OH poseen un alcohol, en reemplazo del grupo

funcional aldehido del compuesto sin terminacién en su nomenclatura.
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vii. Morfologia celular y nuclear

Con el objetivo de analizar cualitativamente los cambios morfolégicos tras los
tratamientos con cada compuesto sobre las lineas CoN, HT-29, MCF-7, MDA-MB-231 y
PC-3, cada una de las lineas fue tratada con una concentraciéon de 100 pyM durante 48
horas.

Luego, las células fueron marcadas con Hoechst durante 30 minutos a 37°C, para
analizar cambios en la compactacion de la cromatina, visualizandolas con filtro DAPI.
Para observar los fendmenos de modificacion de la morfologia celular se utilizd

contraste de fase. Las fotografias fueron tomadas a 20x.

viii. Muerte celular

Potencial de membrana mitocondrial

Para la evaluacién del cambio de potencial de membrana mitocondrial, las células
fueron marcadas con rodamina 123, sonda catidnica sensible a voltaje que se acumula

de forma reversible en las mitocondrias.

Las lineas celulares evaluadas fueron CoN, HT-29, PC-3 y MDA-MB-231. Las células
fueron sembradas en placas de 12 pocillos, a una densidad de 8 x 10 células/pocillo en
1,5 ml de medio de cultivo. Luego de 24 horas de incubacién, las células fueron
tratadas con Indol-3-Carbinol y los derivados a diferentes concentraciones (Tabla 1)
durante 24 horas. Tras el tratamiento, se adicion6 15uL de rodamina 123 a cada
pocillo y se incubd durante 1 hora a 37°C. Tras lo cual se analizé la fluorescencia
asociada a la rodamina 123 mediante citometria de flujo. Para aquello se recogid el
contenido de cada pocillo en tubos de 15 ml, de manera independiente. Posteriormente
se adiciond 300 L de PBS 1X a cada pocillo y se volvié a recoger en el mismo tubo de
15ml a modo de obtener las células desprendidas. Luego se agregd 300 L de tripsina,
durante 10 minutos, para asi, obtener todo el contenido celular de cada pocillo. Cada
tubo fue centrifugado a 1500 g durante 10 minutos. El sobrenadante fue retirado y el
pellet fue resuspendido en 500uL de PBS 1X. Como control sin marcaje se utilizaron
células tratadas con el solvente exclusivamente, el control negativo fueron células
tratadas con solvente y marcadas con rodamina 123 y por ultimo, los tratamientos con

los diferentes compuestos.
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Los histogramas obtenidos tras el analisis en el citometro de flujo, utilizando el filtro
FL1 fueron analizados para evaluar el porcentaje de células con disminucién del

potencial de membrana mitocondrial, utilizando el software Flowing 2.5.1.

Tabla 1: Concentracién de cada compuesto utilizado para analizar el efecto de éstos
sobre el potencial de membrana mitocondrial en linea celular CoN, HT-29, PC-3 y MDA-
MB-231.

Compuesto Concentracion (uM)

50
50, 25, 10
50
50, 25
50
50
50

Caspasas

Para evaluar la activacion de caspasas como una caracteristica del proceso apoptético,
las células fueron tratadas con el marcador CaspACE™ FITC-VAD-FMK, 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 lineas celulares evaluadas fueron PC-3 y MDA-MB-231. Las células fueron
sembradas en placas de 6 pocillos, a con una densidad de 3 x 10° células/pocillo en 2
ml de medio de cultivo. Luego de 24 horas de incubacidn, las células fueron expuestas
a tratamientos a una concentracién de 50uM de cada compuesto durante 48 horas.
Transcurrido este tiempo se realizoé el marcaje durante 20 minutos a 37°C y oscuridad
con el marcador CaspACE. Tras el marcaje se recolecté el medio y las células adheridas
fueron tripsinizadas para almacenarlas en tubos de 15 ml para su posterior

centrifugacion (10 minutos a 1500g). El sobrenadante fue descartado y las células
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resuspendidas en 500uL de PBS. Como control sin marcaje se utilizaron células
tratadas con el solvente exclusivamente, el control negativo fueron células tratadas
con solvente y marcadas con CaspACE y por ultimo, los tratamientos con los diferentes

compuestos.

Los histogramas obtenidos tras el analisis en citémetro de flujo utilizando el filtro FL1
fueron analizados para evaluar el porcentaje de células con activacion de caspasas,

utilizando el software Flowing 2.5.1.

ix. Migracion Celular

Ensayo de la Herida

Las lineas celulares evaluadas fueron CoN, HT-29, PC-3 y MDA-MB-231. Las células
fueron sembradas en placas de 24 pocillos, a una densidad de 2 x 10° células/pocillo en

1 ml de medio de cultivo.

Se realiz6 una herida con una punta de micropipeta (20-200uL) en cada monocapa
confluente de las diferentes lineas celulares utilizadas (CoN, HT-29, MDA-MB-231 y PC-
3), el medio se retird y los pocillos se lavaron con PBS para remover las células
desprendidas tras la realizacion de la herida. Luego se adicion6 el tratamiento que
consistid en una concentraciéon de 10uM de cada compuesto en cada uno de los 24
pocillos de cada placa. Se tomaron las primeras fotografias de la herida a tiempo de 0
horas. Posteriormente, tras 24 horas de realizada la herida, se volvieron a fotografiar

de los mismos campos.

Se calculd el area de la herida a tiempo 0 y 24 horas, y se obtuvo el area de migracién
de cada linea celular, la cual fue comparada con el control.

El andlisis se realizé con el programa de procesamiento de imagen Imagel.
La férmula para calcular el drea de migracion es la siguiente:

ar€a—g hrs — Ar€a =24 nrs

- x100
area =g hrs
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Ensayo Transwell

Para este ensayo se utilizaron transwell de 8um de poro, en placas de 24 pocillos. Las
lineas celulares estudiadas fueron HT-29 y PC-3.

Las células se sembraron en placas de 60 mm, a una densidad de 5 x 10° células/placa
en 3 ml de medio de cultivo. Tras 24 horas de incubacion, las células fueron tratadas
con Indol-3-Carbinol y sus derivados a diferentes concentraciones (tabla 2) durante 24
horas. Luego fue retirado el medio de cultivo y se adicion6 PBS 1X para lavar las
células muertas de cada placa. Se agrego tripsina, durante 5 minutos en cada placa, a
37°C vy luego se adiciond medio de cultivo al 1% SBF a cada placa para recoger las
células en tubos de 15 mL para su posterior centrifugacién. Las células fueron
contadas en una camara de Neubauer, para sembrar 250.000 células en 250uL de
medio de cultivo al 1% de SBF en cada transwell. En el pocillo, previo a colocar el
transwell, se adicionaron 400uL de medio de cultivo al 10% de SBF, actuando el

gradiente de SBF como quimioatrayente inductor de la migracién celular (figura 8).

Tabla 2: Concentracion de cada compuesto utilizado para analizar el efecto de éstos

sobre la migracién en linea celular HT-29 y PC-3.

Compuesto Concentracion (pM)
HT-29 PC-3
10 10
10 10,1
10,1 10,1
10 10,1
10 10
10 10
10 10
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«—— Inserto Transwell

Compartimento Superior

SR —— Células
BRER R ~ Membrana microporosa
©—— Compartimento Inferior

Figura 8: Esquema del ensayo de migracion transwell. Las células son sembradas en medio de cultivo
al 1% de SBF en el compartimento superior. En el compartimento inferior se adiciona medio de cultivo al

10% de SBF. (Adquirida desde Transwell® Permeable Supports. Selection and Use Guide. Corning®)

Transcurridas 24 horas, las células de la parte superior que no migraron a través de la
membrana fueron eliminadas con la ayuda de cotones de papel. Luego la membrana
fue retirada del transwell y las células adheridas a la parte inferior de ésta fueron
fijadas con 400ul de metanol al 50% v/v por un periodo de 10 minutos. Seguidamente
fueron tefiidas con 400ul de cristal violeta al 1 % p/v durante 1 minuto vy
posteriormente lavadas con agua destilada para retirar el exceso de colorante. Luego
fueron tefiidas con safranina durante 30 segundos y lavadas con agua destilada. Las
membranas fueron montadas en portaobjetos para finalmente calcular el area ocupada
por células adheridas a la membrana. Se eligieron 10 campos al azar y fueron
fotografiados a 10X en un microscopio éptico. El analisis se realizd con el programa de

procesamiento de imagen Imagel.

X. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en cada estudio fue analizado con el
software estadistico Stata 11.

Para determinar la significancia estadistica de los resultados, se realizaron diferentes
evaluaciones. En primer lugar, se evalud el supuesto de normalidad de los datos, para
lo cual se realizd el test Shapiro-Wilk, en el cual si p > 0.05, los datos seguian una
distribucion normal. De ser asi, se prosiguio a realizar el test de Levene para saber si

los datos presentaban homocedasticidad con un p > 0.05. Se continué con T-Test
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cuando se encontré homocedasticidad y con T-Test varianzas desiguales cuando se
encontré heterocedasticidad, en ambos casos p < 0.05 indic6 diferencia significativa.
Si los datos no presentaron distribucién normal, se realiz6 la prueba de Mann Whitney,

en donde p < 0.05 indicd diferencia significativa entre los tratamientos.
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IV. Resultados

i Viabilidad Celular

Para determinar el efecto del solvente sobre la viabilidad celular, las lineas celulares
fueron tratadas con el solvente y con el medio de cultivo.

Para determinar el efecto citotdéxico de los compuestos (figura 7), las lineas celulares
fueron tratadas a diferentes concentraciones.

En ambas evaluaciones, las células fueron expuestas a los diferentes tratamientos
durante 72 horas. Se empled el ensayo de sulforodamina B para medir la cantidad de

células viables tras cada tratamiento.

Control

Los resultados del efecto sobre la viabilidad celular asociado a la presencia del solvente

se observan en la figura 9.

120
I 1 1 . CON
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100 7 Il 1 1 MCF-7
= PC-3
g@ I MDA-MB-231
= 80 A
&
=
7]
O 60 .
8
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>
20 A
0
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Figura 9: Efecto del solvente sobre la viabilidad celular en las lineas celulares HT-29, MCF-7,
MDA-MB-231, PC-3 y CoN. Las células fueron tratadas durante 72 horas con solvente (DMSO 0.1%) y
medio de cultivo (control negativo). Tras cada tratamiento se empled el ensayo de sulforodamina B para
determinar la viabilidad celular. Los valores son expresados como porcentaje de células viables, con su
respectiva desviacion estandar. (*: p < 0.05 prueba Mann-Whitney, **: p < 0.05 prueba T-Test y ¥**: p <

0.05 prueba T-Test varianzas desiguales).
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Como se observa en la figura 9, no hay diferencia estadisticamente significativa entre
el tratamiento con solvente y con medio de cultivo en ninguna de las lineas celulares
estudiadas (CoN, HT-29, MDA-MB-231, PC-3 presentaron un p > 0.05 para la prueba T-
Test y MCF-7 presentd un p > 0.05 para la prueba Mann-Whitney).

Al no observarse diferencias estadisticamente significativas entre ambos tratamientos,

en adelante, el solvente se considerdé como control en las evaluaciones realizadas.

Se prosiguid con la evaluacién del efecto citotdéxico de cada tratamiento sobre las
lineas celulares HT-29, MCF-7, MDA-MB-231, PC-3 y CoN.

Los resultados del efecto citotdxico de cada tratamiento, sobre las lineas celulares HT-
29, MCF-7, MDA-MB-231, PC-3 y CoN, se observan en las figuras 10, 11, 12, 13y 14,

respectivamente.
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Linea celular HT-29

En los graficos de la figura 10 se muestran los valores de viabilidad celular obtenidos

tras cada tratamiento.
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Figura 10: Efecto de los distintos compuestos a diferentes concentraciones en la linea celular HT-
29. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los compuestos: 1y 2 (A), 3y 4 (B), 5y
6 (C), y 7 (D). Tras 72 horas de tratamiento se empled el ensayo de sulforodamina B para determinar la
viabilidad celular. Se grafica el promedio de los resultados obtenidos versus el control, con su respectiva
desviacidn estandar. (Analisis compuesto/control, *: p < 0.05 prueba Mann-Whitney, **: p < 0.05 prueba T-
Test y ***: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales; analisis compuestos 1/2 y 3/4, e: p < 0.05 prueba

Mann-Whitney, ®e®: p < 0.05 prueba T-Test y @ee®e®: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales).
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Como se observa en la Figura 10, en general hay un incremento en el efecto citotdxico
al aumentar la concentraciéon de los compuestos 1, 2, 3, 4, 5 y 6, con pequefias

diferencias que se escapan de la tendencia.

Los compuestos 2 y 3 presentaron disminuciones estadisticamente significativas (p <
0.05) de la viabilidad celular, tras todos los tratamientos en comparaciéon al control
(figura 10-A y B). Tras los tratamientos con los compuestos 1, 4 y 5 no se observo
diferencia estadisticamente significativa en la viabilidad celular a la concentracién de 1
MM (figura 10-A, B y C), mientras que con el compuesto 6 no se obtuvo disminuciones
estadisticamente significativas a 1,5 y 10 uM (figura 10-C).

En cambio el compuesto 7, solo presentd disminucidn estadisticamente significativa de
viabilidad celular a la concentracion de 100 uM, en donde se obtuvo 80% de células
viables (figura 10-D).

La comparacion del efecto citotoxico entre los compuestos 1 y 2, entregd diferencias
estadisticamente significativas para los valores de viabilidad celular obtenidos tras los
tratamientos a las concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 pM, presentando un p <
0.05 para la prueba Mann-Whitney (10, 25, 50 y 100 uM) y un p < 0.05 para la prueba
T-Test (5 pM).

El compuesto 2 resulté ser mas citotoxico en todos los casos.

La comparacion del efecto citotdoxico entre los compuestos 3 y 4, entregd diferencias
estadisticamente significativas para los valores de viabilidad celular obtenidos tras los
tratamientos a las concentraciones de 1, 5 pM (p < 0.05 Mann-Whitney), 10, 100 uM
(p <0.05T-Test) y 50 uM (p < 0.05 T-Test varianzas desiguales).

El compuesto 3 resulté ser mas citotoxico a las concentraciones de 1y 5 puM.

El compuesto 4 resultd ser mas citotéxico a las concentraciones de 10, 50 y 100 uM.
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Linea celular MCF-7

Los graficos de la figura

cada tratamiento.

A
120
—a— Compussto 1
1 | e Compuesto 2
—
£ x
-
o
El
[
& w®
=
[y}
a
= M
0
@ .
= %2 . . .
0 * * *
0
[ 20 40 8 EY] 100 1
Concentracion (ph)
C
120
—a— Compusso 5
100 Compues &
—
+
“o@m
5 dx
2 wlsd
@
ERCEE:
B T#
2y L
0 Lol 3 * *
] * * % ®
= T T %
i e e SN
3 3
il
[ 20 40 2] E] 100 1

Concentracion (pM )

“iabilidad Celular (%)

Viabilidad Celular (%)

11 muestran los valores de

100 4

[

wAi §

100 4

&) 4

4

viabilidad celular obtenidos tras
B
—a— Compussto 3
—a— Compussto 4
#
.:l 2:3 1.:) E::l BIZI 1-.:0 120

Concentracion (ph)

D

B’“}\i\*{

—a— Compesto 7

0 20 40 &0 30 100 120
Concentracion (pM )

Figura 11: Efecto de los distintos compuestos a diferentes concentraciones en la linea celular

MCF-7. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los compuestos: 1y 2 (A), 3y 4 (B),

5y 6 (C),y 7 (D). Tras 72 horas de tratamiento se empled el ensayo de sulforodamina B para determinar la

viabilidad celular. Se grafica el promedio de los resultados obtenidos versus el control, con su respectiva

desviacidn estandar. (Analisis compuesto/control, *: p < 0.05 prueba Mann-Whitney, **: p < 0.05 prueba T-

Test y ***: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales; analisis compuestos 1/2 y 3/4, e: p < 0.05 prueba

Mann-Whitney, ®e®: p < 0.05 prueba T-Test y e®e: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales).
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Como se observa en la figura 11, en general hay un incremento en el efecto citotdxico

al aumentar la concentracion de los tratamientos con los compuestos 1, 2, 3,4, 5y 6.

El efecto sobre la viabilidad celular de todos los tratamientos con los compuestos 1, 2,
4, 5 y 6 (figura 11-A, B y C) presentd disminuciones estadisticamente significativas
tras ser comparadas con el control. Con el compuesto 3 no se obtuvo disminucion
estadisticamente significativa a 1 uM (figura 11-B).

El compuesto 7 presentd disminucion estadisticamente significativa de la viabilidad

celular a la concentracion de 100 uM (figura 11-D).

La comparacion del efecto citotoxico entre los compuestos 1 y 2, entregd diferencias
estadisticamente significativas para los valores de viabilidad celular obtenidos tras los
tratamientos a las concentraciones de 1, 5, 10, 25, 50 y 100 pM, presentando un p <
0.05 para la prueba Mann-Whitney.

El compuesto 2 resulté ser mas citotoxico en todos los casos.

La comparacion del efecto citotdoxico entre los compuestos 3 y 4, entregd diferencias
estadisticamente significativas para los valores de viabilidad celular obtenidos tras los
tratamientos a las concentraciones de 1, 100 uM (p < 0.05 Mann-Whitney), 10, 25 uM
(p <0.05T-Test) y 50 uM (p < 0.05 T-Test varianzas desiguales).

El compuesto 4 resultd ser mas citotdxico en todos los casos.
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Linea celular MDA-MB-231

Los graficos de la figura 12 muestran los valores de viabilidad celular obtenidos tras

cada tratamiento.
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Figura 12: Efecto de los distintos compuestos a diferentes concentraciones en la linea celular

MDA-MB-231. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los compuestos: 1y 2 (A), 3y

4 (B), 5y 6 (C), y7 (D). Tras 72 horas de tratamiento se empled el ensayo de sulforodamina B para

determinar la viabilidad celular. Se grafica el promedio de los resultados obtenidos versus el control, con su

respectiva desviacion estandar. (Analisis compuesto/control, *: p < 0.05 prueba Mann-Whitney, **: p < 0.05

prueba T-Test y ***: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales; analisis compuestos 1/2 y 3/4, ®: p <

0.05 prueba Mann-Whitney, ®®: p < 0.05 prueba T-Test y eee: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales).
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Como se observa en la figura 12, en general hay un incremento en el efecto citotdxico
al aumentar la concentracion de los tratamientos con los compuestos 1, 2, 3,4, 5,6y
7.

Los tratamientos con los compuestos 1 vy 6 presentaron disminuciones
estadisticamente significativas de la viabilidad celular en comparacién al control, a las
concentraciones de 25, 50 y 100 uM (figura 12-A y C). Los compuestos 3, 4 y 5
presentaron disminuciones estadisticamente significativas de la viabilidad celular a las
concentraciones de 10, 25, 50 y 100 pM (figura 12-B y C), mientras que el compuesto
2 presentd disminucién estadisticamente significativa de células viables a las
concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 uM (figura 12-A).

El compuesto 7 generd una disminucidén estadisticamente significativa de células
viables a la concentracion de 100 uM, disminuyendo la viabilidad celular a 79% (figura
12-D).

La comparacion del efecto citotoxico entre los compuestos 1 y 2, entregd diferencias
estadisticamente significativas para los valores de viabilidad celular obtenidos tras los
tratamientos a las concentraciones de 5, 10, 100 pM (p < 0.05 T-Test), 25y 50 uM (p
< 0.05 Mann-Whitney).

El compuesto 2 resulté ser mas citotoxico en todos los casos.

La comparacion del efecto citotdoxico entre los compuestos 3 y 4, entregd diferencias
estadisticamente significativas para los valores de viabilidad celular obtenidos tras los
tratamientos a las concentraciones de 1 y 10 uM (p < 0.05 T-Test).

El compuesto 3 resulté ser mas citotdxico en todos los casos.
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Linea celular PC-3

En los graficos de la figura 13 se muestran los resultados de viabilidad celular

obtenidos tras cada tratamiento.
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Figura 13: Efecto de los distintos compuestos a diferentes concentraciones en la linea celular PC-
3. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los compuestos: 1y 2 (A),3y4 (B),5y 6
(C), y 7 (D). Tras 72 horas de tratamiento se empled el ensayo de sulforodamina B para determinar la
viabilidad celular. Se grafica el promedio de los resultados obtenidos versus el control, con su respectiva
desviacidn estandar. (Analisis compuesto/control, *: p < 0.05 prueba Mann-Whitney, **: p < 0.05 prueba T-
Test y ***: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales; analisis compuestos 1/2y 3/4, ®: p < 0.05 prueba

Mann-Whitney, ®e®: p < 0.05 prueba T-Test y e®e: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales).
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Como se observa en la figura 13, en general hay un incremento en el efecto citotdxico

al aumentar la concentracion de los tratamientos con los compuestos 1, 2, 3,4, 5y 6.

La viabilidad celular tras todos los tratamientos con los compuestos 2 y 3 (figura 13-A
y B) presentd disminuciones estadisticamente significativas tras ser comparadas con el
control. Los compuestos 4 y 6 no provocaron disminuciones estadisticamente
significativas de células viables a 1 pM (figura 13-B y C). El compuesto 5 presentd
disminucién estadisticamente significativa de células viables a las concentraciones de
10, 25, 50 y 100 uM (figura 13-C), mientras que el compuesto 1 presentd disminucién
estadisticamente significativa de células viables a las concentraciones de 25, 50 y 100
MM (figura 13-A). El compuesto 7 mostré una disminucion estadisticamente

significativa de la viabilidad celular a la concentracién de 100 uM (figura 13-D).

La comparacion del efecto citotoxico entre los compuestos 1 y 2, entregd diferencias
estadisticamente significativas para los valores de viabilidad celular obtenidos tras los
tratamientos a las concentraciones de 1, 5 uM (p < 0.05 T-Test), 10, 25, 50 y 100 uM
(p < 0.05 Mann-Whitney).

El compuesto 2 resulté ser mas citotoxico en todos los casos.

La comparacion del efecto citotdoxico entre los compuestos 3 y 4, entregd diferencias
estadisticamente significativas para los valores de viabilidad celular obtenidos tras los
tratamientos a las concentraciones de 1, 10, 25, 50 yM (p < 0.05 T-Test) y 100 uM (p
< 0.05 Mann-Whitney).

El compuesto 3 resulté ser mas citotoxico a las concentraciones de 1 uM.

El compuesto 4 resultdé ser mas citotoxico a las concentraciones de 10, 25, 50 y 100
UM,
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Linea celular CoN

En los graficos de la figura 14 se muestran los valores de

tras cada tratamiento.
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Figura 14: Efecto de los distintos compuestos a diferentes concentraciones en la linea celular

CoN. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los compuestos: 1y 2 (A),3y 4 (B), 5y

6 (C), y 7 (D). Tras 72 horas de tratamiento se empled el ensayo de sulforodamina B para determinar la

viabilidad celular. Se grafica el promedio de los resultados obtenidos versus el control, con su respectiva

desviacién estandar. (Analisis compuesto/control, *: p < 0.05 prueba Mann-Whitney, **: p < 0.05 prueba T-

Test y ***: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales; analisis compuestos 1/2y 3/4, ®: p < 0.05 prueba

Mann-Whitney, ®e®: p < 0.05 prueba T-Test y e®e: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales).
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El ensayo de viabilidad celular mostré un incremento en la toxicidad celular al
aumentar la concentracion de los compuestos 1, 2, 3, 4, 5 y 6 (figura 14-B). El efecto
sobre la viabilidad celular de 6 de los compuestos presentdé disminuciones
estadisticamente significativas en la viabilidad celular, tras ser comparado con el
control. El tratamiento con el compuesto 1 presentd disminucion estadisticamente
significativa de la viabilidad celular a las concentraciones de 10, 25, 50 y 100 uM
(figura 14-A). Los compuestos 2, 3, 4, 5 y 6, presentaron disminuciones
estadisticamente significativas de la viabilidad celular, tras todas las concentraciones
ensayadas (figura 14-A, By C).

El compuesto 7, no presentd disminuciones estadisticamente significativas a ninguna

de las concentraciones estudiadas.

La comparacion del efecto sobre la viabilidad celular entre los compuestos 1 y 2,
entrego diferencias estadisticamente significativas para los valores de viabilidad celular
obtenidos tras todas las concentraciones ensayadas, en donde el tratamiento con las
concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 uM presentaron un p < 0.05 para la prueba
Mann-Whitney y la concentracién de 1 yM presenté un p < 0.05 para la prueba T-Test.

El compuesto 2 resultd ser mas citotdxico en todos los casos.

La comparacion del efecto citotoxico entre los compuestos 3 y 4, entregd diferencias
estadisticamente significativas para los valores de viabilidad celular obtenidos tras el
tratamiento con las concentraciones de 1, 10 uM (p < 0.05 T-Test), 25, 50 uM (p <
0.05 Mann-Whitney) y 100 uM (p < 0.05 T-Test varianzas desiguales).

El compuesto 4 resulté ser mas citotoxico en todos los casos.
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Con los resultados de viabilidad celular obtenidos luego de los distintos tratamientos
aplicados en las lineas celulares, se calcularon los valores de ICsg, utilizando el

Software SigmaPlot 11.0, mediante la ecuacion:

(max - min)
1+ (X/ )-(hillslope)

y=min +
ICsq

Los compuestos con la menor concentracidon requerida para obtener el 50% de la
respuesta deseada (efecto citotdxico) para cada linea celular tumoral se detallan en la
tabla 3.

Tabla 3: Valores de ICsy (M) obtenidos de cada compuesto evaluado en las distintas

lineas celulares. Los valores se expresan con su respectiva desviacion estandar.

ICso (MM) * desviacion estandar

CoN HT-29 MCF-7 PC-3 MDA-MB-231
>100 >100 >100 >100 >100
1.49 £ 0.15 8.65 + 1.52 0.19 + 0.08 1.47 £ 0.67 10.77 + 3.06
2.20 £ 0.61 0.089 + 0.078 3.19 £ 0.56 1.41 £ 0.72 6.35 £ 3.34
1.58 £ 0.47 3.74 £ 0.42 0.33 £ 0.14 2.51 £ 0.22 10.68 + 0.84

4.02 £ 0.78 48.73 £ 13.92 1.11 £ 0.12 22.51 £ 15.34 43.99 + 3.96
4,67 £ 1.61 56.99 + 34.2 0.48 + 0.05 21.31 £ 5.22 82.27 + 11.85
>100 >100 >100 >100 >100

En la linea celular HT-29 los compuestos 3 y 4 presentaron valores de ICsy igual a
0.089 + 0.078 pM y 3.74 = 0.42 pM, respectivamente. En la linea celular MCF-7 los
compuestos 2 y 4 presentaron un valor de ICso igual @ 0.19 £ 0.08 uM y 0.33 £ 0.14
MM, respectivamente. Mientras que en la linea celular PC-3 los compuestos 3 y 2 con
un valor de ICso igual a 1.41 = 0.72 uM y 1.47 + 0.67 uM. Finalmente, en la linea
MDA-MB-231 los compuestos 3 y 4 con un valor de ICs, igual a 6.35 £ 3.34 yM y
10.68 £ 0.84 uM, respectivamente.
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En la linea no tumoral se obtuvo el compuesto 4 y 3, con un valor de ICs igual a 1.58
£+ 0.47 My 2.20 £ 0.61 uM, respectivamente.
Los compuestos 1 y 7 presentaron valores de ICso > 100 pM en todas las lineas

celulares (Tabla 3).

El analisis comparativo entre los compuestos carboxaldehidos y carbinoles
(compuestos 1-2) mostré que el carbinol (compuesto 2) posee mayor actividad
citotéxica en todas las lineas celulares, lo cual puede atribuirse al grupo funcional —-OH
presente en su estructura. Entre los compuestos 3-4 se observaron diferencias entre
los valores, donde el carboxaldehido presentd mayor actividad en la linea celular HT-29
y PC-3, mientras que el carbinol mostré mayor efecto en la linea celular MCF-7. La
variacién entre los compuestos 5 y 6 se encuentra en la posicion del heteroatomo
(nitrégeno) del ciclo. Se observé que esta diferencia afecta la actividad citotoxica del
compuesto 6 en la linea celular MDA-MB-231 donde el valor de ICsq duplico al obtenido

por el compuesto 5.

Para determinar la especificidad de la actividad citotéxica en las lineas celulares

tumorales, se utilizaron los valores de ICs, presentados en la tabla 3.
El indice de selectividad fue calculado usando la siguiente ecuacién:

ICsplinea no tumoral
ICsplinea tumoral

El valor de cada indice de selectividad se presenta en la tabla 4.
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Tabla 4: Valores de indice de selectividad obtenidos para cada compuesto en las lineas

celulares tumorales.

indice de Selectividad (IC50 no tumoral/IC50 tumoral)

HT-29 MCF-7 PC-3 MDA-MB-231

= 0.97 0.66 0.94
0.17 7.84 1.01 0.14
24.7 0.69 1.56 0.35
0.42 4.79 0.63 0.15
0.082 3.62 0.18 0.09
0.081 9.73 0.22 0.057
1.95 0.73 0.94 =

Se determind la relacion ICsy linea no tumoral/ICsglinea tumoral, siendo el valor > 1
cuando la citotoxicidad para las células tumorales supera a la citotoxicidad en las
células no tumorales. En base a lo anterior, los valores de los indices de selectividad
(tabla 4) mayores a 1 se presentaron en el compuesto 2 sobre la linea MCF-7 y PC-3,
con valores de 7.82 y 1.01, respectivamente; el compuesto 3 en la linea HT-29 y PC-3,
con valores de 24.7 y 1.56, respectivamente; el compuesto 4 sobre la linea MCF-7,
con un valor de 4.79; el compuesto 5 sobre la linea MCF-7, con un valor de 3.62; el
compuesto 6 sobre la linea MCF-7, con un indice de selectividad de 9.73 vy el

compuesto 7 sobre la linea HT-29, con un indice de selectividad de 1.95.
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.  Morfologia celular

Se analizd cualitativamente el efecto de los distintos compuestos sobre la morfologia
celular. Para ello, las células fueron tratadas con cada compuesto a 100 uM durante 48
horas. Tras los tratamientos las células fueron visualizadas mediante microscopia de

contraste de fase.

La morfologia celular en todas las lineas celulares estudiadas presentd similitud en los

cambios morfoldgicos tras los tratamientos.
En la figura 15 se presentan las fotografias capturadas tras cada tratamiento.

En el tratamiento control se visualizan células con morfologia normal, se presentan
células alargadas y confluentes, formando una monocapa celular.

En general se observa claramente un cambio en la morfologia tras los tratamientos, en
donde las células pierden su forma alargada y muestran una disminuciéon de su

tamano.

Luego de los tratamientos con los compuestos 2, 3 y 6 se observdé mayoritariamente
células retraidas y redondeadas en comparacion al resto de los tratamientos (figura
15-C, Dy G).

Tras los tratamientos con los compuestos 1, 4, 5 y 7 las células mostraron una
confluencia similar al control (figura 15-A), pero con mayor presencia de células
redondeadas (figura 15-B, E, F y H).
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Figura 15: Efecto de los diferentes compuestos sobre la morfologia celular en la linea celular
MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231 fueron tratadas con los diferentes compuestos a una concentracion
de 100 pM. Las células fueron visualizadas y fotografiadas, tras 48 horas de tratamiento, bajo microscopia
de contraste de fase a 20X. Los tratamientos corresponden a los siguientes: (A) control, (B) compuesto 1,
(C) compuesto 2, (D) compuesto 3, (E) compuesto 4, (F) compuesto 5, (G) compuesto 6 y (H) compuesto
7. Se visualizan células con morfologia normal (flecha verde), células retraidas (flecha amarilla) y células
redondeadas (flecha azul).
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Se evalud la morfologia nuclear de las lineas celulares tras los tratamientos con los
distintos compuestos. Para ello, las células fueron marcadas con Hoechst y visualizadas

mediante microscopia de fluorescencia.

En las figuras 16, 17, 18, 19 y 20 se presentan las fotografias capturadas tras cada
tratamiento en la linea celular HT-29, PC-3, MCF-7, MDA-MB-231 y CoN,

respectivamente.

En general, los tratamientos provocaron alteraciones morfoldgicas en todas las lineas
estudiadas. Estas alteraciones incluyen condensaciéon de cromatina y/o fragmentacion

nuclear.

En todos los casos las células presentaron cromatina condensada, con menor presencia

en el control.
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Figura 16: Efectos de los diferentes compuestos sobre la morfologia nuclear en la linea celular
HT-29. Las células HT-29 fueron tratadas con los diferentes compuestos a una concentracion de 100 uM. Las
células fueron marcadas con Hoechst, visualizadas y fotografiadas, tras 48 horas de tratamiento, bajo
microscopia de fluorescencia a 20X. Los tratamientos corresponden a los siguientes: (A) control, (B)
compuesto 1, (C) compuesto 2, (D) compuesto 3, (E) compuesto 4, (F) compuesto 5, (G) compuesto 6 y
(H) compuesto 7. Se visualiza morfologia nuclear normal (flecha verde), condensacion de la cromatina

(flecha roja) y fragmentacidn nuclear (flecha morada).
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Figura 17: Efectos de los diferentes compuestos sobre la morfologia nuclear en la linea celular
PC-3. Las células PC-3 fueron tratadas con los diferentes compuestos a una concentracion de 100 pM. Las
células fueron marcadas con Hoechst, visualizadas y fotografiadas, tras 48 horas de tratamiento, bajo
microscopia de fluorescencia a 20X. Los tratamientos corresponden a los siguientes: (A) control, (B)
compuesto 1, (C) compuesto 2, (D) compuesto 3, (E) compuesto 4, (F) compuesto 5, (G) compuesto 6 y
(H) compuesto 7. Se visualiza morfologia nuclear normal (flecha verde), condensacion de la cromatina

(flecha roja) y fragmentacidn nuclear (flecha morada).
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Figura 18: Efectos de los diferentes compuestos sobre la morfologia nuclear en la linea celular
MCF-7. Las células MCF-7 fueron tratadas con los diferentes compuestos a una concentracion de 100 pM.
Las células fueron marcadas con Hoechst, visualizadas y fotografiadas, tras 48 horas de tratamiento, bajo
microscopia de fluorescencia a 20X. Los tratamientos corresponden a los siguientes: (A) control, (B)
compuesto 1, (C) compuesto 2, (D) compuesto 3, (E) compuesto 4, (F) compuesto 5, (G) compuesto 6 y
(H) compuesto 7. Se visualiza morfologia nuclear normal (flecha verde), condensacion de la cromatina

(flecha roja) y fragmentacidn nuclear (flecha morada).
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Figura 19: Efectos de los diferentes compuestos sobre la morfologia nuclear en la linea celular
MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231 fueron tratadas con los diferentes compuestos a una concentracion
de 100 uM. Las células fueron marcadas con Hoechst, visualizadas y fotografiadas, tras 48 horas de
tratamiento, bajo microscopia de fluorescencia a 20X. Los tratamientos corresponden a los siguientes: (A)
control, (B) compuesto 1, (C) compuesto 2, (D) compuesto 3, (E) compuesto 4, (F) compuesto 5, (G)
compuesto 6 y (H) compuesto 7. Se visualiza morfologia normal (flecha verde), condensacion de la

cromatina (flecha roja) y fragmentacion nuclear (flecha morada).
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Figura 20: Efectos de los diferentes compuestos sobre la morfologia nuclear en la linea celular
CoN. Las células CoN fueron tratadas con los diferentes compuestos a una concentracion de 100 uM. Las
células fueron marcadas con Hoechst, visualizadas y fotografiadas, tras 48 horas de tratamiento, bajo
microscopia de fluorescencia a 20X. Los tratamientos corresponden a los siguientes: (A) control, (B)
compuesto 1, (C) compuesto 2, (D) compuesto 3, (E) compuesto 4, (F) compuesto 5, (G) compuesto 6 y
(H) compuesto 7. Se visualiza morfologia normal (flecha verde), condensacion de la cromatina (flecha roja)

y fragmentacién nuclear (flecha morada).
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iii. Muerte Celular
Potencial de membrana mitocondrial

Se evalud si el efecto apoptético se encontraba relacionado con la pérdida de potencial
de membrana mitocondrial. Para ello, las células fueron tratadas con una
concentracion de 50 pyM de cada compuesto. En el caso del compuesto 2 se
incorporaron las concentraciones 10 y 25 pyM; en el compuesto 4 se incorpord la
concentracion 25 puM a evaluar. Tras 24 horas de tratamiento las células fueron

marcadas con rodamina 123 y analizadas mediante citometria de flujo.

En las figuras 21, 22, 23 y 24 se muestran los histogramas representativos tras 24
horas de tratamiento en las lineas celulares HT-29, PC-3, MDA-MB-231 y CoN,
respectivamente, junto a los porcentajes de células con pérdida de potencial de

membrana mitocondrial.

Los tratamientos con los compuestos 3 (50 uM) y 4 (25 y 50 uM) afectaron el
potencial de membrana mitocondrial, evidenciado por un efecto disipador del potencial

en todas las lineas celulares tumorales estudiadas.

En la linea celular HT-29 se produjo un descenso de la intensidad de fluorescencia tras
los tratamientos con los compuestos 1 (50 uM), 3 (50 pM) y 4 (25 y 50 uM) (Figura
21-B), lo que reflejaria una disminucién del potencial de membrana mitocondrial. El
porcentaje de células con pérdida de potencial de membrana mitocondrial en el control
es de 15%. Los compuestos 1, 3 y 4 aumentaron el porcentaje de células con
potencial de membrana mitocondrial reducido a 32%, 40%, 29% vy 37%,

respectivamente.
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Figura 21: Efecto de los distintos compuestos sobre el potencial de membrana mitocondrial en la
linea celular HT-29. Las células HT-29 fueron tratadas con los distintos compuestos a diferentes
concentraciones. Tras 24 horas de tratamiento fueron marcadas con rodamina 123 y analizadas mediante
citometria de flujo (filtro FL1). (A) Histogramas representativos del efecto de los diferentes compuestos a
distintas concentraciones sobre el potencial de membrana mitocondrial. Los tratamientos corresponden a los
siguientes: (1) compuesto 1, (2) compuesto 2, (3) compuesto 3, (4) compuesto 4, (5) compuesto 5, (6)
compuesto 6 y (7) compuesto 7. El tratamiento control (gris), el tratamiento a 50 uM (verde), el tratamiento
a 25 PM (azul) y el tratamiento a 10 pyM (amarillo). (B) Cuantificacion del porcentaje de células con
potencial de membrana mitocondrial reducido. Se grafica el porcentaje de células con pérdida de potencial

de membrana mitocondrial con su respectiva desviacion estandar.
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En la linea celular PC-3 se observd un aumento de células con pérdida de potencial de
membrana mitocondrial en comparacion al control entre los tratamientos con los
compuestos 1 (50uM), 3 (50uM) y 4 (25 y 50uM) (figura 22-B). Las células
desplazadas a zonas de menor intensidad de fluorescencia (figura 22-A) presentaron el
41%, 49%, 41% y 43%, respectivamente.
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Figura 22: Efecto de los distintos compuestos sobre el potencial de membrana mitocondrial en la
linea celular PC-3. Las células PC-3 fueron tratadas con los distintos compuestos a diferentes
concentraciones. Tras 24 horas de tratamiento fueron marcadas con rodamina 123 y analizadas mediante
citometria de flujo (filtro FL1). (A) Histogramas representativos del efecto de los diferentes compuestos a
distintas concentraciones sobre el potencial de membrana mitocondrial. Los tratamientos corresponden a los
siguientes: (1) compuesto 1, (2) compuesto 2, (3) compuesto 3, (4) compuesto 4, (5) compuesto 5, (6)
compuesto 6 y (7) compuesto 7. El tratamiento control (gris), el tratamiento a 50 pM (verde), el tratamiento
a 25 uM (azul) y el tratamiento a 10 uM (amarillo). (B) Cuantificacion del porcentaje de células con
potencial de membrana mitocondrial reducido. Se grafica el porcentaje de células con pérdida de potencial

de membrana mitocondrial con su respectiva desviacién estandar.
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En la linea celular MDA-MB-231, los tratamientos con los compuestos 2 (50 uM), 3 (50
MM) vy 4 (50 uM), provocaron una disminucion de la intensidad de fluorescencia (figura
23-A) de una poblacién de células correspondientes a 30%, 35% y 38% de células con
pérdida de potencial de membrana mitocondrial (figura 23-B), en comparacién al
tratamiento control. De los tratamientos que provocaron el mayor incremento de
células con pérdida de potencial de membrana mitocondrial, los compuestos 2 y 3
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) en comparacién al

control.
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Figura 23: Efecto de los distintos compuestos sobre el potencial de membrana mitocondrial en la

linea celular MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231 fueron tratadas con los distintos compuestos a
diferentes concentraciones. Tras 24 horas de tratamiento fueron marcadas con rodamina 123 y analizadas
mediante citometria de flujo (filtro FL1). (A) Histogramas representativos del efecto de los diferentes
compuestos a distintas concentraciones sobre el potencial de membrana mitocondrial. Los tratamientos
corresponden a los siguientes: (1) compuesto 1, (2) compuesto 2, (3) compuesto 3, (4) compuesto 4, (5)
compuesto 5, (6) compuesto 6 y (7) compuesto 7. El tratamiento control (gris), el tratamiento a 50 pM
(verde), el tratamiento a 25 uM (azul) y el tratamiento a 10 uM (amarillo). (B) Cuantificacion del porcentaje
de células con potencial de membrana mitocondrial reducido. Se grafica el porcentaje de células con pérdida
de potencial de membrana mitocondrial con su respectiva desviacion estandar. (**: p < 0.05 prueba T-Test

***: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales).
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En la linea celular CoN se observd un incremento de células con pérdida de potencial
de membrana mitocondrial, tras los tratamientos con los compuestos 3 (50 uM) v 4
(25 y 50 pM) (figura 24-B). Los tratamientos antes mencionados presentaron 54%,
54% y 58% de células con potencial de membrana reducido, respectivamente, con

diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) en comparacion al control.
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Figura 24: Efecto de los distintos compuestos sobre el potencial de membrana mitocondrial en la
linea celular CoN. Las células CoN fueron tratadas con los distintos compuestos a diferentes
concentraciones. Tras 24 horas de tratamiento fueron marcadas con rodamina 123 y analizadas mediante
citometria de flujo (filtro FL1). (A) Histogramas representativos del efecto de los diferentes compuestos a
distintas concentraciones sobre el potencial de membrana mitocondrial. Los tratamientos corresponden a los
siguientes: (1) compuesto 1, (2) compuesto 2, (3) compuesto 3, (4) compuesto 4, (5) compuesto 5, (6)
compuesto 6 y (7) compuesto 7. El tratamiento control (gris), el tratamiento a 50 pM (verde), el tratamiento
a 25 pM (azul) y el tratamiento a 10 pyM (amarillo). (B) Cuantificacion del porcentaje de células con
potencial de membrana mitocondrial reducido. Se grafica el porcentaje de células con pérdida de potencial
de membrana mitocondrial con su respectiva desviacidon estandar. (**: p < 0.05 prueba T-Test).
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Activacion de caspasas

Este ensayo se presenta como resultado preliminar, debido a que el n no es suficiente

para realizar analisis estadisticos y no se analizaron todas las lineas celulares.

Para establecer el efecto de los distintos compuestos sobre la activacion de caspasas,
como un proceso relevante en la definicion de la muerte celular por apoptosis, se
evaluaron los compuestos a la maxima concentracion ensayada en el experimento
anterior de muerte celular. Tras 48 horas de tratamiento las células fueron marcadas

con CaspACE y analizadas mediante citometria de flujo.

En las figuras 25 y 26 se muestran los histogramas del efecto de los distintos
compuestos sobre la activacion de caspasas en las lineas celulares PC-3 y MDA-MB-

231, respectivamente, junto a los porcentajes de células con caspasas activas.
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En la linea celular PC-3 se observa que todos los compuestos ensayados presentaron
un aumento de la actividad de caspasas (figura 25-B). Los tratamientos con los
compuestos 1, 3, 5 y 7, presentaron un mayor incremento de la actividad de caspasas
de mas del doble en comparacion al control.
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Figura 25: Efecto de los distintos compuestos sobre la activacion de caspasas en la linea celular
PC-3. Las células PC-3 fueron tratadas con los distintos compuestos a una concentracion de 50 uM. Tras 48
horas de tratamiento, las células fueron marcadas con CaspACE y analizadas por citometria de flujo (filtro
FL-1). (A) Histogramas del efecto de los distintos compuestos a una concentracion de 50 puM sobre la
activacion de caspasas. Los tratamientos corresponden a los siguientes: (1) control, (2) compuesto 1, (3)
compuesto 2, (4) compuesto 3, (5) compuesto 4, (6) compuesto 5, (7) compuesto 6 y (8) compuesto 7.
(B) Cuantificacion del porcentaje de células con caspasas activas.
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En la linea celular MDA-MB-231 se observa un aumento de la actividad de caspasas

tras los tratamientos con los compuestos 2, 3 y 4 (figura 26-B) de mas del doble
respecto el control.
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Figura 26: Efecto de los distintos compuestos sobre la activacion de caspasas en la linea celular
MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231 fueron tratadas con los distintos compuestos a una concentracion
de 50 uM. Tras 48 horas de tratamiento, las células fueron marcadas con CaspACE y analizadas por
citometria de flujo (filtro FL-1). (A) Histogramas del efecto de los distintos compuestos a una concentracion
de 50 UM sobre la activacidén de caspasas. Los tratamientos corresponden a los siguientes: (1) control, (2)

compuesto 1, (3) compuesto 2, (4) compuesto 3, (5) compuesto 4, (6) compuesto 5, (7) compuesto 6 y (8)
compuesto 7. (B) Cuantificacion del porcentaje de células con caspasas activas.
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iv. Migracién

Ensayo de la herida

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la migracion celular, las lineas
celulares fueron tratadas con cada compuesto a concentraciones bajas durante 24
horas para observar el efecto citotoxico sobre ellas (figura 27). En base a estos datos

de citotoxicidad se seleccionaron las concentraciones con las que se tratarian las

células.
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Figura 27: Efecto de los diferentes compuestos sobre la viabilidad celular. Porcentajes de viabilidad
celular segun el método de sulforodamina B obtenidos tras 24 horas de tratamiento con distintas
concentraciones de los compuestos: 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 en las lineas celulares: (A) HT-29, (B) PC-3, (C)
MDA-MB-231 y (D) CoN (D). Se grafica el promedio de los resultados obtenidos versus el control, con su
respectiva desviacidon estandar.
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En la evaluacién del efecto de los 7 compuestos sobre la migracion celular con los
tratamientos de 10 uM, se trabajo con concentraciones bajas para evitar una elevada
citotoxicidad, para evitar la muerte celular, lo cual podria condicionar los resultados en

el ensayo de migracion.

A continuacidn se presentan imagenes representativas correspondientes a los campos
fotografiados para analizar el efecto de los tratamientos sobre la migracién celular
mediante el ensayo de la herida, junto a la cuantificacién del area de la herida tras

cada tratamiento.

Los efectos sobre las lineas celulares HT-29, PC-3, MDA-MB-231 y CoN se observan en

las figuras 28, 29, 30 y 31, respectivamente.

Los resultados muestran que no hubo una disminucién estadisticamente significativa
de la migracién celular en comparacién al control en las lineas HT-29, PC-3 y MDA-MB-
231 (Figura 28-B, 29-B y 30-B), mientras que en la linea celular CoN, el tratamiento
con el compuesto 4 fue el Unico que provocd una disminucidon estadisticamente

significativa de la migracion celular en comparacién al control (p < 0.05) (figura 31-B).

Los tratamientos con los compuestos 3, 4, 5 y 6 presentaron disminuciones de la
migracion celular en comparacion al control en las lineas celulares tumorales HT-29 vy
PC-3 (Figura 28-B y 29-B).

En la linea celular tumoral MDA-MB-231 todos los compuestos provocaron un aumento
de la migracion celular, en donde el compuesto 6 presentd diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 28: Efecto de los diferentes compuestos sobre la migracion celular en la linea celular HT-
29. Se realizdé una herida con una punta de micropipeta a la monocapa celular. Las células fueron tratadas
con los diferentes compuestos y fotografiadas a tiempo 0 y 24 horas de tratamiento. (A) Imagenes
representativas a tiempo 0 y 24 horas del efecto de diferentes compuestos a una concentracion de 10 uM
sobre la migracidn celular mediante el ensayo de la herida. Las imagenes corresponden a los tratamientos:
(1) control, (2) compuesto 4 y (3) compuesto 2. (B) Cuantificacion del porcentaje del area de la herida
ocupada por células. Se grafica el promedio de los resultados obtenidos versus el control, con su respectiva
desviacion estandar.
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Figura 29: Efecto de los diferentes compuestos sobre la migracién celular en la linea celular PC-3.
Se realiz6é una herida con una punta de micropipeta a la monocapa celular. Las células fueron tratadas con
los diferentes compuestos y fotografiadas a tiempo O y 24 horas de tratamiento. (A) Imagenes
representativas a tiempo 0 y 24 horas del efecto de diferentes compuestos a una concentraciéon de 10 uM
sobre la migracidn celular mediante el ensayo de la herida. Las imagenes corresponden a los tratamientos:
(1) control, (2) compuesto 1 y (3) compuesto 3. (B) Cuantificacién del porcentaje del area de la herida
ocupada por células. Se grafica el promedio de los resultados obtenidos versus el control, con su respectiva

desviacién estandar.

57



0 horas 24 horas

2--
3--
B

Migracidn Celular (%)

Confral Comp1 Comp2 Comps Compd Comps Comp € Como 7

Concentracidén : 10 pM

Tratamiento

Figura 30: Efecto de los diferentes compuestos sobre la migracion celular en la linea celular MDA-
MB-231. Se realizd una herida con una punta de micropipeta a la monocapa celular. Las células fueron
tratadas con los diferentes compuestos y fotografiadas a tiempo 0 y 24 horas de tratamiento. (A) Imagenes
representativas a tiempo 0 y 24 horas del efecto de diferentes compuestos a una concentracién de 10 uM
sobre la migracion celular mediante el ensayo de la herida. Las imagenes corresponden a los tratamientos:
(1) control, (2) compuesto 4 y (3) compuesto 5. (B) Cuantificacién del porcentaje del area de la herida
ocupada por células. Se grafica el promedio de los resultados obtenidos versus el control, con su respectiva
desviacidn estandar. (***: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales).
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Figura 31: Efecto de los diferentes compuestos sobre la migracion celular en la linea celular CoN.
Se realiz6é una herida con una punta de micropipeta a la monocapa celular. Las células fueron tratadas con
los diferentes compuestos y fotografiadas a tiempo O y 24 horas de tratamiento. (A) Imagenes
representativas a tiempo 0 y 24 horas del efecto de diferentes compuestos a una concentraciéon de 10 uM
sobre la migracion celular mediante el ensayo de la herida. Las imagenes corresponden a los tratamientos:
(1) control, (2) compuesto 4 y (3) compuesto 2. (B) Cuantificacién del porcentaje del area de la herida
ocupada por células. (***: p < 0.05 prueba T-Test varianzas desiguales).
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Ensayo de migracién con transwell

Por otra parte se estudio la capacidad de las células HT-29 y PC-3 de migrar utilizando

un quimioatrayente (SBF 10%), tras los tratamientos indicados en la Tabla 2.

En este ensayo las células son expuestas a 24 horas de tratamiento y luego sembradas
en la parte superior de la cdmara de migracion en medio con suero al 1%, mientras
que en la parte inferior se encuentra el quimioatrayente (medio con suero al 10%). Se
evalu6 la capacidad de migracion luego de 24 horas.

El drea ocupada por células migradas en la membrana de la camara de migracién tras

los tratamientos fue comparada con el control.

A continuacion se presentan imagenes representativas de los campos fotografiados
para analizar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la migracién celular
mediante el ensayo de migracién con transwell, junto a la cuantificacién del drea de la

membrana del transwell ocupada por células tras cada tratamiento.

Los efectos sobre las lineas celulares HT-29 y PC-3 se observan en las figuras 32 y 33,

respectivamente.

Se observd una disminucion del drea ocupada por células HT-29 en la membrana de la
camara de migracion tratadas con los compuestos 3 a1 uM, 4 a 10 uM y 6 a 10 uM,
presentando diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

El resto de los tratamientos llevé a un aumento de la migracién celular en comparacion
al control, presentando diferencias estadisticamente significativas, los tratamientos con
los compuestos 2 a 1 pM y 10 uM; compuesto 3 a 10 pM; compuesto 4 a 1 uM vy el
compuesto 7 a 10 uM (Figura 32-B).

La migracién celular en la linea PC-3 mostré disminucion con diferencias
estadisticamente significativas tras los tratamientos con los compuestos 5a 10 uMy 6
a 10 pM, en comparacién con el control. Estos tratamientos presentaron una
disminucién de la migracién celular de 18% y 19%, respectivamente. La migracion
celular control presentd un valor de 21% (figura 33-B). Los tratamientos con los
compuestos 1 a 10 uM y 2 a 10 yM presentaron un area menor de células migradas sin
diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05). Los tratamientos con el
compuesto 4 presentaron aumento de la migracion celular con diferencias

estadisticamente significativas (figura 33-B).
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Figura 32: Efecto de los compuestos sobre la migraciéon celular mediante ensayo en camara de
migracion en linea celular HT-29. Las células HT-29 fueron tratadas con los compuestos, contadas y
sembradas sobre la membrana porosa de la cdmara de migracidon. (A) Imagenes representativas del efecto
de diferentes compuestos a distintas concentraciones mediante el ensayo de la camara de migracion
(Transwell). Los tratamientos corresponden a los siguientes: (1) control, (2) compuesto 1 (10 uM), (3)
compuesto 2 (10 pM), (4) compuesto 2 (1 pM), (5) compuesto 3 (10 uM), (6) compuesto 3 (1 pM), (7)
compuesto 4 (10 pM), (8) compuesto 4 (1 uM), (9) compuesto 5 (10 uM), (10) compuesto 6 (10 pM) y (11)
compuesto 7 (10 uM). (B) Cuantificacion del area ocupada por las células que migraron a través de la
membrana porosa por campo fotografiado (10X). Se grafica el promedio del area ocupada por células por
campo, con su respectiva desviacion estandar, en funcién al control. (*: p < 0.05 prueba Mann-Whitney).
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Figura 33: Efecto de los compuestos sobre la migracion celular mediante ensayo en camara de
migracion en linea celular PC-3. Las células PC-3 fueron tratadas con los compuestos, contadas y
sembradas sobre la membrana porosa de la cdmara de migracidon. (A) Imagenes representativas del efecto
de diferentes compuestos a distintas concentraciones mediante el ensayo de la camara de migracion
(Transwell). Los tratamientos corresponden a los siguientes: (1) control, (2) compuesto 1 (10 uM), (3)
compuesto 2 (10 pM), (4) compuesto 3 (10 pM), (5) compuesto 3 (1 uM), (6) compuesto 4 (10 uM), (7)
compuesto 4 (1 pM), (8) compuesto 5 (10 uM), (9) compuesto 6 (10 pM), (10) compuesto 7 (10 uM). (B)
Cuantificacion del area ocupada por las células que migraron a través de la membrana porosa por campo
fotografiado (10X). Se grafica el promedio del area ocupada por células por campo, con su respectiva
desviacién estandar, en funcion al control. (*: p < 0.05 prueba Mann-Whitney).
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V. Discusion

Durante el curso de la oncogénesis y la progresion tumoral, las células cancerigenas
presentan multiples vias de sefalizacién relacionadas con la proliferacién vy
supervivencia celular desreguladas como una estrategia para superar la inestabilidad
gendmica, que ademas permite también adquirir resistencia fenotipica a los agentes

quimioterapéuticos(®”,

El estudio de compuestos presentes en plantas ingeridas en la dieta ha sido de gran
importancia para el desarrollo de farmacos y por lo tanto para la terapia contra el
cancer®, Entre la multiplicidad de compuestos naturales descritos en plantas se
encuentran una serie de moléculas bioactivas con efecto antitumoral relacionadas con
un compuesto denominado indol-3-carbinol (I3C). En un ambiente acido y pH bajo, I3C
puede condensarse en otros productos poliméricos como diindolilmetano (DIM). Indol-
3-carbinol y DIM apuntan a multiples vias de sefalizacién para suprimir las principales
caracteristicas de las células cancerigenas. Se ha demostrado previamente que estos
compuestos tienen efectos inhibidores sobre la viabilidad y la proliferacion de varias
lineas celulares de cancer humano. Estos estudios demostraron que los compuestos
inddlicos ejercen sus efectos en las células cancerosas a través de la induccion de

apoptosis®?,

La actividad anticancerigena de los compuestos inddlicos conlleva a la necesidad de
sintetizar nuevos compuestos a partir de estas moléculas para mejorar sus actividades

bioldgicas y reevaluar las propiedades sobre lineas celulares tumorales.

En este estudio se evalud la actividad bioldgica de compuestos derivados de indol-3-

carbinol en lineas celulares tumorales.

Los mecanismos de citotoxicidad empleados por I3C en células cancerigenas pueden
estar relacionados a respuestas que afectan la proliferacién celular y la muerte celular.
Indol-3-carbinol ha demostrado la capacidad de suprimir la proliferacion de células de
cancer de mama‘*946:47:48) = colon>230:51)  préstata®*** y endometrio®®®, sin embargo,
el efecto inhibidor de I3C sobre la proliferacién celular se produce solo a

concentraciones altas (200-300 pM)9,
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Las pruebas realizadas indicaron que los 6 compuestos derivados de indol-3-carbinol
poseen efecto citotdxico sobre las lineas de cancer de mama, colon y préstata con
valores de ICsqg mucho menores a los indicados para I3C.

La linea celular HT-29 presenté mayor sensibilidad ante los compuestos 2, 3 y 4, con
un ICso= 8.65, 0.089 y 3.74 uM, respectivamente; la linea MCF-7 presentdé mayor
sensibilidad ante los compuestos 2, 4 y 6, con un ICso= 0.19, 0.33 y 0.48 uM,
respectivamente; la linea PC-3 resultdé ser mas sensible ante los compuestos 2, 3 y 4,
con un ICso= 1.47, 1.41 y 2.51 uM, respectivamente, y la linea MDA-MB-231 ante los
compuestos 2, 3y 4, IC5o= 10.77, 6.35 y 10.68 puM, respectivamente.

Los compuestos 1 y 7 presentaron valores de ICso > 100 pM en todas las lineas
celulares. Estos datos indican que los compuestos derivados fueron claramente mas
activos que I3C, con lo cual se consiguié uno de los objetivos para esos nuevos

compuestos sintetizados.

El desarrollo de I3C como agente terapéutico ha estado limitado por factores como su
facil conversiéon en muchos productos poliméricos in vivo™Y. Estos compuestos tienen
algunos objetivos en comun, pero se ha demostrado que tienen distintos efectos
bioldgicos en las células de cancer de mama®>’? y que ademds las concentraciones
necesarias para inhibir la expresién de CDK6 y para inducir la detenciéon del ciclo
celular son relativamente altas (50-200 uM)(¢272),

Como alternativa a I3C, como un agente quimioterapéutico para el cancer de mama,
se ha propuesto el derivado CTet, el cual ha demostrado ejercer actividad
antiproliferativa en lineas celulares de cancer de mama, MDA-MB-231 y MCF-7 (ICso =

1.00 y 1.32 M, respectivamente)(’®,

En un estudio que combinaba I3C con genisteina (compuesto natural obtenido a partir
de soja), la inhibicion de Akt fue mas eficaz, lo que resultd en un aumento de la

induccién de la apoptosis en células HT-29(%

. Otro compuesto, 3-cloroacetilindol,
reveld una gran capacidad de inhibicién del crecimiento celular en la linea tumoral

HCT-116 (ICso < 4 UM ) en comparacién con I3C (ICso > 200 uM)9,

Fue descrito otro compuesto derivado de indol-3-carbinol con potente actividad
anticancerigena, OSU-A9. Las investigaciones iniciales en el cancer de préstata
mostraron alto grado de similitud en el modo de acciéon entre I3C y OSU-A9; sin
embargo, a concentraciones muy bajas’®. Por ejemplo, la fosforilacién de Akt fue
suprimida por OSU-A9 a 2 yM mientras que I3C lo hizo a una concentraciéon de 200 uM

en células de cancer de prostata, PC- 3.
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Si bien se obtuvieron valores bajos de ICsy, para ciertos compuestos, fue necesario
calcular el indice de selectividad, para determinar si la accién citotéxica de los
compuestos es selectiva para células tumorales, debido a que frente a un posible
farmaco antitumoral, éste debe afectar lo menos posible a las células no tumorales.

El compuesto 2 resultd ser selectivo con un valor de IS > 1 en las lineas celulares MCF-
7 y PC-3; el compuesto 3 fue selectivo en las lineas celulares HT-29 y PC-3; los
compuestos 4, 5 y 6, fueron selectivos en la linea celular MCF-7 y el compuesto 7 fue

selectivo en la linea celular HT-29.

Tras establecer el efecto citotdéxico de los distintos compuestos sobre las lineas
celulares, se quiso determinar si el mecanismo por el cual los compuestos inducian la
muerte celular era la apoptosis.

Los cambios morfoldgicos indicaban una reducciéon del nimero celular y una pérdida de
la forma y la adhesidn celular adquiriendo las células una forma redondeada. Por otro
lado, se observaron cambios de la morfologia nuclear como condensacién de la
cromatina y fragmentacion de nucleos, que corresponderian a procesos de muerte

celular por apoptosis®®.

Para confirmar el indicio de apoptosis representado en los cambios morfoldgicos tras la
exposicion a los distintos compuestos, se realizé6 la evaluacidon del potencial de
membrana mitocondrial, como una forma de saber si la mitocondria esta implicada en
la muerte celular y como uno de los fenémenos relacionado con la apoptosis!’®.

En los ensayos realizados se observd un efecto disipador del potencial de membrana
mitocondrial significativo en la linea tumoral MDA-MB-231, con los compuestos 2 a 50
MM, 3 a 50 uM y 4 a 25 uM. La linea no tumoral CoN mostré una pérdida significativa
de potencial de membrana mitocondrial con los compuestos 3 a 50 uM, 4 a 50 uMy 4
a 25 uM.

Se ha reportado que I3C induce la pérdida de potencial mitocondrial a una
concentracion de 60 y 100 uM en células de cancer de mama, CAla, pero no induce la
pérdida de potencial de membrana mitocondrial ni la liberacidon de citocromo c en las
células no tumorales MCF10A, a pesar de que Bax se transloca desde el citosol a la
mitocondria tras el tratamiento con I3C, se indica que la pérdida del potencial
mitocondrial inducida por I3C es un evento directo para la liberacion del citocromo c y
la induccién de apoptosis en células cancerosas®®. Por otra parte, el derivado de I3C,
OSU-A9, ha mostrado una potencia alrededor de 100 veces mayor en comparacién a

indol-3-carbinol, en la induccién de la liberacién del citocromo c en células de cancer
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oral, SCC2095. La capacidad de disipar el potencial de membrana mitocondrial se
demostré de una manera dependiente de la dosis (1, 2 y 3 uM), en donde se mostré
un aumento de 4,6%, 22,2% y 42,3% de células con pérdida de potencial mitocondrial

en comparacion al control’”,

Los datos sobre el mecanismo de induccion de apoptosis por I3C son contradictorios.
La apoptosis inducida por I3C estaba relacionada con el aumento de receptores de
muerte, DR4 y DR5, en células de cancer de prdstata, LNCaP, lo cual apunta a una via

extrinseca ’®

. Por el contrario, la regulacién positiva de proteinas pro-apoptéticas
como Bax y la regulacion negativa de proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 y Bcl-xL
coinciden con el inicio de la apoptosis en células de cancer de prdostata PC3 y de
cancer de mama MDA-MB-435(%4353)  Estos datos implican la participacion de la via
intrinseca de apoptosis®®”. Nuestros datos estan acorde con esta Ultima opcién dado
que parte de los compuestos inducen la pérdida de potencial de la membrana

mitocondrial.

La mayoria de estimulos que conducen a la apoptosis convergen en la mitocondria y
provocan una permeabilizaciéon de su membrana externa, lo que genera la liberacién
de una serie de proteinas que activan las caspasas, quienes son consideradas como

responsables finales de la muerte celular®?.

Nuestros datos indican la activacidon de caspasas en la linea tumoral MDA-MB-231 en
conjunto con la pérdida de potencial de membrana mitocondrial.

Estudios indican que el tratamiento con I3C a una concentracion mayor a 100 uM
incrementa la activacion de caspasas 3/7 en lineas celulares MDA-MB-468 y MDA-MB-
231060,

En células de cancer de colon, DIM ha mostrado la activacion de caspasas 3, 7, 8 y 9,
el incremento de la translocacion de citocromo ¢, mientras reduce las proteinas anti-
apoptoéticas Bcl-2(6Y,

Estudios indican que se produce un aumento significativo en la actividad de la caspasa
9 en la linea celular de cancer de préstata tras el tratamiento con DIM a 75 pM, cuya
actividad superd al control en 9 veces, tras 48 horas de exposicién a DIM®?, Ademas
se ha reportado que los efectos de indol-3-carbinol y OSU-A9 sobre la activacion de la
caspasa 3 poseen un comportamiento similar, aunque OSU-A9 supera 100 veces la

potencia de I3C(",
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En la carcinogénesis, el fendmeno de migracidn celular surge como un mecanismo
complejo que logra que las células tumorales migren desde su sitio primario, hacia
otros sitios que no necesariamente estan conectados por contigiiidad®?,

La migracién no se vio reducida de forma significativa tras la exposicién a los derivados
de I3C mediante el ensayo de la herida, mientras que en el ensayo con la camara de
migracion se redujo la migracion celular de manera significativa con los derivados 3 a
1 uM, 4y 6 a 10 yM en la linea tumoral HT-29, y en la linea PC-3 los compuestos 5 y

6 a 10 pM. Indol-3-carbinol no mostré efecto sobre la migracién celular a 10 uM.

Estudios reportan que I3C reduce la migracion celular a una concentraciéon de 100 uM
en la linea de cancer de prostata DU145®%, esta concentracidn resulta ser superior a
las ensayadas y que mostraron efecto sobre la migracidén celular en nuestro caso.

DIM mostré efecto sobre la migracién celular en células de cancer de colon, a

concentraciones de 25 y 50 uM, a través de la supresién de las vias de ERK y AKt®%),

En resumen, los compuestos 1, 2, 3 y 4 redujeron la viabilidad celular en todas las
lineas celulares estudiadas, afectando la permeabilidad de membrana mitocondrial y la
activacion de caspasas en las lineas celulares PC-3 y MDA-MB-231. Por otra parte, los
compuestos 3, 4 y 6 inhibieron la migracién celular en la linea celular tumoral HT-29 y

los compuestos 5 y 6 en la linea celular tumoral PC-3.
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VI. Conclusion

Los derivados de indol-3-carbinol evaluados en este estudio reducen la viabilidad

celular en las lineas tumorales estudiadas.

Los carbinoles derivados de I3C presentaron mayor efecto citotdxico en comparacion a

los carboxaldehidos, lo cual estaria relacionado al grupo funcional —OH.

Los derivados 2, 3 y 4 provocaron disminucion estadisticamente significativa del

potencial de membrana mitocondrial en la linea celular tumoral MDA-MB-231.

Los derivados 3, 4 y 6 disminuyeron de forma estadisticamente significativa la
migracion celular en la linea celular tumoral HT-29, mientras que en la linea celular

tumoral PC-3 este efecto lo tuvieron los compuestos 5 y 6.

VII. Proyecciones

Este estudio aporta informacion para la realizacion de futuras evaluaciones con las que

complementar las actividades bioldgicas obtenidas en esta tesis.
La modificacion de compuestos presentes en productos naturales ingeridos en la dieta

podria llevar a la obtencién nuevos farmacos con efectos anticancerigenos, como se

demuestra con las modificaciones realizadas desde el indol-3-carbinol en este trabajo.
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