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Evaluacion antitumoral y mecanismo
de accion de metoxiflavonoides

Los flavonoides son compuestos polifenélicos sintetizados
por las plantas que presentan un amplio espectro de activi-
dades bioldgicas y entre las que cabe destacar su papel como
prometedores agentes antitumorales. En este trabajo demos-
tramos que el metoxiflavonoide natural tamarixetina pre-
senta actividad antitumoral intensa frente a diversas lineas
leucémicas humanas (HL-60, U937, Molt-3 and Raji. Estudios
detallados en HL-60 ponen de manifiesto que este compuesto
interrumpe el ciclo celular a nivel de la fase G,-M e induce
apoptosis a través de un mecanismo que implica activacion
de diversas caspasas. El efecto de la tamarixetina est3, ade-
mas, asociado con cambios en la expresion y/o fosforilacion
de proteinas reguladoras del ciclo celular asi como con alte-
racion de los niveles de las especies reactivas derivadas del
oxigeno.

Presentacion

Los flavonoides constituyen un am-
plio grupo de compuestos de ori-
gen vegetal y que forman parte de
la dieta humana. Sus efectos bio-
l6gicos son variados, destacando

Flavonoids are naturally polyphenolic compounds synthe-
sized in plants which display a remarkable spectrum of bio-
logical activities and they are among the most promising
anticancer agents. Here we show that tamarixetin, a natural
methoxiflavonoid, displays strong cytotoxic properties in vitro
in several human leukemia cell lines (HL-60, U937, Molt-3 and
Raji). Mechanistic studies on HL-60 indicate that this com-
pound induces G>-M cell cycle phase arrest and apoptotic cell
death that involves activation of several caspases. The effect
of Tamarixetin was associated with changes in the expression
and/or phosphorylation of cell cycle regulators and also with
reactive oxygen species generation.
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especialmente los relacionados con
la prevencion y supresion del cancer.
Introduccion O
Los flavonoides son un grupo de O l O
compuestos con una estructura
comin fenil benzo-y-pirona (C6- 9
(3-C6) que se encuentran en las chalcona isoflavona aurona

plantasy que se clasifican en chal-
conas vy auronas (amarillas), flavo-
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Figura 1. Clasificacion de los favonoides
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nas, flavanonas, flavonoles y sus
glucdsidos (amarillo palido o color
marfil) e isoflavonas (incoloras).

En las plantas los flavonoides se
encuentran en estado libre o unidos
a azicares formando heterdsidos,
que es lo mas frecuente debido a
que les confiere mayor estabilidad
quimica. Estos heterosidos son po-
lares y por lo tanto son generalmen-
te solubles en agua.

Se han identificado alrededor de
9000 flavonoides que podemos en-
contrar en frutas, verduras, semi-
llas y flores, asi como en la cerveza,
el vino, el té (verde o negro) y en la
soja. Estos se consumen en la die-
ta humana de forma habitual y tam-
bién se utilizan en forma de suple-
mentos nutricionales, junto con cier-
tas vitaminas y minerales. Asi pues
los flavonoides representan una con-
tribucion importante al potencial
antioxidante de la dieta humana.

Los flavonoides ingeridos a través
de la dieta son absorbidos en el trac-
to gastrointestinal y su modifica-
cion tiene lugar en dos localizacio-
nes: en primer lugar en el higado, por
medio de reacciones de biotrans-
formacion de fase I en las que se in-
troducen o exponen grupos polares;
en segundo lugar en el colon me-
diante reacciones de biotransfor-
macion de fase Il, en las que los
microorganismos degradan los fla-
vonoides no absorbidos. La conju-
gacion con el acido glucurénico, sul-
fatos, o glicina, parecen tener lugar
tanto para los flavonoides como pa-
ra sus metabolitos procedentes del

colon, y los conjugados, solubles en
agua, pueden excretarse por la ori-
na. La biodisponibilidad es uno de
los factores mas importantes a te-
ner en cuenta al evaluar los efectos
bioldgicos de los flavonoides, asi
como de cualquier farmaco o com-
ponente alimenticio.

En cuanto a su actividad, los fla-
vonoides desempenan importan-
tes funciones bioquimicas v fisio-
I6gicas en las plantas: proteccion
frente a laluz UV, defensa ante los
herbivoros, regulacion del transpor-
te de la hormona auxina, atraccion
de animales polinizadores, induc-
cion de la nodulacién por parte de
las bacterias fijadoras de nitrogeno
y proteccidon contra hongos. Los
flavonoides muestran un gran es-
pectro de actividades biologicas en
los seres humanos, las mas impor-
tantes y que han sido extensamen-
te estudiadas estan relacionadas
con las enfermedades cardiovas-
culares y con el cancer.

Numerosos estudios epidemio-
I6gicos han demostrado que existe
una relacion inversa entre el con-
sumo de flavonoides y el riesgo de
desarrollar cancer. Estudios experi-
mentales y ensayos clinicos han in-
dicado que poseen efectos impor-
tantes en la prevenciony en el tra-
tamiento del cancer, siendo capa-
ces de interferir en las cuatro etapas
de la carcinogénesis: iniciacion, pro-
mocion, progresion e invasion. Los
flavonoides modulan la accion y la
biosintesis de varios citocromos
P450 que estan implicados en el
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cancery en el metabolismo de far-
macos, aumentando su interés co-
mo potenciales agentes terapéu-
ticos. Existen amplias evidencias
cientificas que demuestran que los
flavonoides son capaces de inhibir
la proliferacion de las células can-
cerigenas, inducir la parada del ciclo
celular, promover la muerte celular
selectiva de células tumorales por
apoptosis, estimular la diferencia-
cion celular, inhibir la metastasis y la
angiogénesis, activar la respuesta
inmune frente a las células tumo-
rales, y ademas, tienen un efecto
antioxidante y modulan la resisten-
cia a farmacos.

En este contexto, la apoptosis
como mecanismo fisioldgico para
la eliminacion de células tumorales
junto con lainhibicion de la prolife-
racion celular son las principales
estrategias en lalucha contra el can-
cer. En general, han sido descritas
dos vias que conducen a la activa-
cion de la apoptosis. En la via ex-
trinseca estan involucrados los re-
ceptores de muerte e implica la ac-
tivacion de la caspasa-8, mientras
que en la viaintrinseca o mitocon-
drial diversas senales apoptoticas
promueven la liberacion del cito-
cromo c desde la mitocondria al ci-
toplasma vy la activacion de la cas-
pasa -9. Ambas vias son capaces
de desencadenar la activacion de la
caspasa -3, principal proteasa eje-
cutora de la apoptosis y que es res-
ponsable de la degradacion de mal-
tiples proteinas celulares.
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Material y métodos
Cultivo de lineas tumorales humanas

Las células tumorales humanas (HL-
60, Raji, U937, SK-MEL-1, MCF7,
Molt-3) se cultivaron en medio RPMI
1640 que contenia 10% de suero
bovino fetal inactivado por calor,
50 mg/ml gentamicinay 2 mM de
L-glutamina, a 37 °Cy 5% CO,. Las
células se sembraron 24 h antes de
los tratamientos a una densidad de
25 x10°/ml.

Deteccion de apoptosis por micros-
copia fluorescente

Las células se lavaron con tampén
fosfato salino (PBS) y se fijaron con
paraformaldehido (3%, en PBS) du-
rante 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion se cen-
trifugaron (1500 x g, 10 min), se eli-
mind el paraformaldehido y las cé-
lulas se tineron con 20 ml de una
disolucion 10 mM de Hoechst 33258
en PBS durante 10 minutos a tem-
peratura ambientey en la oscuridad.
La morfologia nuclear se analizd
con un microscopio de fluorescen-
cia Zeiss-Axiovert y se considera-
ron células apoptodticas aquellas
cuyos nicleos presenten conden-
sacion de la cromatina, su compac-
tacion a lo largo de la periferiay la
fragmentacion nuclear en tres o mas
cuerpos apoptoticos

Analisis del ciclo celular

Las células se lavaron con PBS frio
y fijaron en etanol al 70% a -20 °C,

durante al menos una hora. A con-
tinuacion se lavaron con PBS y se
incubaron con 1 ml de PBS en pre-
sencia de ioduro de propidio (50
pg/ml) y RNAsa A (100 pg/ml) a 37
°C durante 30 min. La fluorescen-
cia emitida por el complejo propi-
dio-DNA se evalud por citometria
de flujo. Se determino el porcentaje
de células en las distintas fases del
ciclo celular (G,, Sy G,/M) mediante
el analisis del contenido en DNA. Se
determind, ademas, la fraccion
sub-G,: las células que contienen
DNA hipodiploide, a laizquierda del
pico G,, que se consideraron apop-
toticas.

Extraccion y analisis del DNA de
alto peso molecular

Las células se trataron con concen-
traciones crecientes del flavonoide
seleccionado durante diferentes
periodos de tiempo, se colectaron
por centrifugacion (500 x g, 10 min,
4 °(C), se lavaron dos veces con PBS
frio y se precipitaron nuevamente.
Se resuspendieron con 30 ml de
tampon de extraccion [50 mM Tris-
HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 0,5% SDS
y 1 mg/ml RNAasa A] a 37 °C du-
rante 1 h. A continuacion se anadio
3 ml de proteinasa K (10 mg/ml en
agua)y la mezcla seincubd a 50 °C
durante dos horas adicionales. El
DNA se extrajo dos veces con 100
ml de fenol:cloroformo:alcohol iso-
amilico (24:24:1) y la fase acuosa
(DNA) se mezclo con 5 ml de diso-
lucion de carga [10 mM EDTA (pH
8,0) conteniendo 1% de agarosa de
bajo punto de fusion, 0,25% azul de

bromofenol y 40% de sacarosal. Para
el analisis de las muestras, éstas
seincubaron a 50 °Cy se separaron
por electroforesis (5V/cm) en tam-
pon TAE [40 mM Tris-acético (pH
8,0), 1 mM EDTA] en un gel de aga-
rosa al 2% en el mismo tampo6n an-
terior. El gel se tifid con bromuro de
etidio (0,5 mg/ul en tampdn TAE)
durante 15 min, la presencia de DNA
se detectd a 260 nm en un transi-
luminador y la imagen se captd con
la camara digital DC290 (Kodak).

Estudios de proliferacion celular y
citotoxicidad

La valoracion de la proliferacion/ci-
totoxicidad celular se realizd usando
el ensayo de la reduccion metabo-
lica del bromuro de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) por la actividad deshidroge-
nasa mitocondrial. Las células se
cultivaron en placas de 96 pocitos,
por cuadruplicado, a una densidad
aproximada de 1x10* células/po-
cito en 0,2 ml de medio de creci-
miento completo y en presencia de
concentraciones crecientes del com-
puesto durante 24, 48 y 72 h. Las
placas se centrifugaron (500 x g, 10
min) a temperatura ambiente y las
células se lavaron con PBS. A cada
pocito se le afiadié 100 ml de MTT
(05 mg/ml en medio de creci-
miento sin suero), las placas se in-
cubaron durante 4 ha37°Cy la
reaccion se pard afadiendo 100 ml
de tampon de lisis (20% SDS en 50%
N,N-dimetilformamida) e incuban-
do la mezcla hasta la manana si-
guiente. La cuantificacion de la con-



articulos de investigacion

version del colorante amarillo en el
plrpura por la deshidrogenasa mi-
tocondrial se determind a 570 nm
en un lector de microplacas utlili-
zando como blanco pocitos sin cé-
lulas a los que se le afadid medio
de crecimiento sin suero. Los datos
se analizaron con el programa in-
formatico Prism 4 (GraphPad) y se
determind la concentracion inhibi-
dora 50% (ICsp).

Determinacion de la actividad cas-
pasa

Después de los tratamientos, las
células se lavaron con PBSy se ho-
mogeneizaron con 500 m| de tam-
pon de lisis [20 mM HEPES-KOH
(pH 7,5), 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl,,
1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM di-
tiotreitol y los inhibidores de pro-
teasas PMSF (0,1 mM), leupeptina
(5 mg/ml), aprotinina (10 mg/ml) y
pepstatina A (2,5 mg/ml)]. El lisado
se centrifugd a 14.000 x g durante
20 min a4 °C, se recogi6 el sobrena-
dantey se determind la concentra-
cion de proteinas. La medida de la
actividad caspasa se llevo a cabo
con sustratos colorimétricos: DEVD-
pNA (caspasa 3/7), IETD-pNA (cas-
pasa 8), LEHD-pNA (caspasa 9) y
midiendo la liberacion del croméfo-
ro p-nitroanilida (pNA) que absorbe
a 405 nm. Las reacciones se lleva-
ron a cabo en placas de 96 pocitos
a los que se afadio 80 ml de tam-
pon de reaccion [100 mM HEPES
(pH 7,5), 20% (v/v) glicerol, 5 mM
DTT y 0,5 mM EDTA] conteniendo
200 mM del correspondiente sus-
trato y 20 ml de lisado celular (~ 25

mg proteinas). Las microplacas se
incubaron a 37°C durante 1 hy se
determind la liberacién de p-nitro-
anilina (pNA) a 405 nm.

Western-blot

Las células se incubaron en medio
de crecimiento con el compuesto de
interés tamarixetina durante dis-
tintos tiempos a 37 °C. A continua-
cion se colectaron por centrifugacion
(500 x g, 10 min, 4°C), se lavaron
dos veces con 5 ml de PBS frio y se
procedio al fraccionamiento subce-
lular. El precipitado celular se re-
suspendio en 500 ml de tampon de
homogeneizacion [20 mM HEPES-
KOH (pH 7,5), 10 mM KCl, 1,5 mM
MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1
mM DTT, 250 mM sacarosa] con in-
hibidores de proteasas (0,1 mM
PMSF, 10 mg/ml de leupeptina, 10
mg/ml aprotinina y 10 mg/ml
pepstatina A). Las células se lisa-
ron usando un homogenizador
Dounce, el extracto resultante se
centrifugd a 1000 x g durante 10
min a 4 °C vy el sobrenadante se
centrifugd a 10.000 x g durante 20
min a 4°C. El precipitado (fraccion
mitocondrial) se lavdé con tampon
de homogeneizacion y se resus-
pendid en 50 ml de tampon TNC[10
mM Tris-acetato (pH 8),0,5% NP-40,
5 mM CacCl,]. El sobrenadante an-
terior se centrifugd a 100.000 x g
durante 60 min a 4°C y el nuevo
sobrenadante resultante se utilizd
como citosol. Se determind la con-
centracion de proteinas de las frac-
ciones mitocondrial y citosélica, v
aproximadamente 25 ml (50 mg de
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proteinas) de cada muestra se mez-
clé con 75 ml de disolucion coloran-
te de electroforesis [50 mM Tris-HCl
(pH 6,8), 15% sacarosa, 2mM EDTA,
3% SDS, 5 mM b-mercaptoetanol y
0,01% azul de bromofenol] y se hir-
vieron a 100°C durante 3 min.

Las muestras se separaron por
electroforesis en un gel de poliacri-
lamida (del 7,5% al 15%, dependien-
do de la proteina bajo estudio) con-
teniendo 0,1% SDS y se transfirie-
ron a membranas de nitrocelulosa.
Las membranas se bloquearon con
10% de leche desnatada en tampdn
TBST [20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 137
mM NacCl, 0,7 % Tween-20] durante
24 h a4 °C seguido por incubacion
con el anticuerpo especifico. Como
control que se ha cargado y trans-
ferido la misma cantidad de protei-
nas en todos los grupos experimen-
tales utilizamos un anticuerpo di-
rigido contra b-actina o tubulina.
En todos los casos, los anticuerpos
se diluyeron en TBST conteniendo
2% de leche desnatada y las mem-
branas se incubaron en presencia
del anticuerpo de interés, durante
24 horas con agitacion suavey a 4
°C. Las membranas se lavaron con
TBST tres veces durante 15 min ca-
da vez y se incubaron con el anti-
cuerpo secundario apropiado, aco-
plado a la actividad peroxidasa, du-
rante 1 h a temperatura ambiente.
Finalmente las membranas se la-
varon nuevamente con TBST en las
mismas condiciones anteriores y la
deteccion de las proteinas especi-
ficas se determind por emision de
quimioluminiscencia utilizando un
kit comercial y posterior exposicion
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Figura 2. (A) Estructura quimica de la tamarixetina. (B) Estudio del efecto del uso de concentraciones crecientes de la Tamarixetina sobre la
viabilidad de las células HL-60. Las células se cultivaron durante 72 horas en una placa de 96 pocillos, en presencia de las concentraciones
indicadas en la figura. La viabilidad celular se determind a 570 nm mediante el ensayo de la de la reduccion metabdlica del bromuro de 3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) y los datos se analizaron haciendo uso del programa informatico Prism 4 (GraphPad).

de las membranas sobre peliculas
de autorradiografia.

Determinacion de la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS)

La produccion de intermediarios
reactivos de oxigeno se determind
por citometria de flujo (Coulter
Epics XL-MCL, Beckman Coulter)
utilizando diacetato 2',7'-dicloro-
dihidro-fluoresceina (H,-DCF-DA)
como sonda fluorescente sensible
a la oxidacion. Las células se incu-
baron en ausencia o presencia de
tamarixetina durante diferentes pe-
riodos de tiempo. Las células se la-
varon con PBS, se resuspendieron
en 1 ml del mismo tampon conte-
niendo 5 pM H,-DCF-DA y se incu-
baron durante 30 min a 37°C. La
intensidad de fluorescencia resul-
tante de la oxidacion de la sonda se
determind utilizando una longitud de
onda de excitacion de 488 nmy una
de deteccion entre 515 y 550 nm.

Resultados

La tamarixetina inhibe la prolife-
racion de células tumorales hu-
manas

En el presente estudio evaluamos
la actividad citotoxica del metoxi-
flavonoide tamarixetina (Figura 2A)
e iniciamos los estudios para de-
terminar el mecanismo de accion en
células leucémicas humanas HL60.
La actividad antiproliferativa, de-
terminada mediante un ensayo co-
lorimétrico que valora la reduccion
metabolica del MTT, claramente
pone de manifiesto que la tamari-
xetina reduce la viabilidad celular,
efecto que es dependiente de la con-
centracion utilizada (Figura 2B).

La tamarixetina es altamente ci-
totoxica frente a un amplio nimero
de lineas tumorales leucémicas hu-
manas que incluyen tanto a células
de naturaleza mieloide (HL-60 vy
U937) como a células de origen lin-

foide (Molt-3 y Raji). Los resultados
(Tabla 1) indican que la concentra-
cion con la que se consigue unain-
hibicion del crecimiento celular del
50% (IC5o) es aproximadamente de
5-7 mM en HL-60, U937 y Raji mien-
tras que Molt-3 demostro ser sig-
nificativamente mas sensible (ICg,
~1 mM). La actividad citotoxica se
evalud ademas en células de ade-
nocarcinoma de mama (MCF-7) y
en células de melanoma (SK-MEL-
1) que presentaron valores de ICq
alrededor de 20 mM. Globalmente,
estos estudios indican que la ta-
marixetina presenta cierta especi-
ficidad tisular, y que es claramente
mas citotoxica frente a células tu-
morales de origen sanguineo.

La tamarixetina induce apoptosis
en células HL-60

Puesto que muchos agentes anti-
tumorales manifiestan su activi-
dad citotoxica mediante activacion

Tabla 1. Tabla 1. Evaluacion citotoxica de la tamarixetina en células tumorales humanas

Linea celular

HL-60
IC5o 7.5+16

U937 Molt-3
55+2,0 11+

Raji MCF-
6,1+0,4

SK-MEL-

178+ 231

Las células se incubaron en presencia de concentraciones crecientes de tamarixetina durante 72 horas y la evaluacion citotoxica (IC50) se de-
termind a 570 nm mediante el ensayo de la reduccion metabdlica del bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) haciendo
uso del programa informatico Prism 4 (GraphPad) tal y como aparece reflejado en la figura 2B. Los valores recogidos en la tabla representan
la media + desviacion estandar de tres o cuatro experimentos independientes, realizados por triplicados.
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de la muerte celular por apoptosis,
a continuacion decidimos evaluar
sila tamarixetina presenta también
esta capacidad. Como modelo de
estudio utilizamos células tumora-
les humanas HL-60, linea celular
promieolicitica ampliamente utili-
zada en los estudios antitumorales
in vitroy que presenta entre otras
caracteristicas una morfologia re-
dondeada, crecimiento en suspen-
sion y una duracion del ciclo celular
de aproximadamente 24 horas. Si-
guiendo diversas aproximaciones
metodologicas, los resultados (Fi-
gura 3) demuestran que la tamari-
xetina induce apoptosis en células
HL-60. El andlisis por citometria de
flujo (Figura 3A) revela que este
metoxiflavonoide altera el ciclo ce-
lular, induce acumulacion de célu-
las en la fase G,M e incrementa la
fraccion de células con contenido
hipodiploide de DNA (SubG,, células
apoptoticas). La tamarixetina in-
duce, ademas, fragmentacion del
DNA celular (Figura 3B) y que esta
considerado como un marcador ter-
minal en la apoptosis. El efecto fue
mas evidente con concentraciones
elevadas del compuesto. Una ca-
racteristica tipica de las células
apoptoticas es, ademas, la conden-
sacion y fragmentacion del nacleo
en varios fragmentos que perma-
necen proximos entre si, conocidos
como cuerpos apoptoticos, que pue-
den visualizarse mediante micros-
copia de fluorescencia en presencia
de un agente fluoresecente con afi-
nidad por el DNA (bisbenzimida).
Como se aprecia (Figura 3C), la in-
cubacion con tamarixetina promue-
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Figura 3. La tamarixetina induce apoptosis en células tumorales promielociticas humanas
HL-60. (A) Las células se incubaron en ausencia (control) o presencia tamarixetina durante
24 horas y el contenido de DNA celular se determind por citometria de flujo previa fijacion
con etanol y tincion con ioduro de propidio. (B) Las células se incubaron en presencia de las
concentraciones indicadas del compuesto durante 24 horas y el andlisis de la integridad del
DNA celular se valoro por electroforesis en un gel de agarosa. (C) Las células se incubaron en
ausencia (control) o presencia de tamarixetina durante 24 horas y el efecto sobre la fragmen-
tacion nuclear se analizé por microscopia de fluorescencia. (D) Efecto de la tamarixetina sobre
el porcentaje de células apoptoticas, determinado a partir de la fraccion de células con con-
tenido hipodiploide de DNA (apartado A).
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Figura 4. Evaluacion del efecto de la tamarixetina sobre |a actividad caspasa en células HL-60. Las células se incubaron en presencia del fla-
vonoide durante los periodos de tiempo indicados, se lisaron y se obtuvo la fraccion citosélica. La actividad caspasa-3 (A), caspasa-8(B)y cas-
pasa-9 (C) se determind a 405 nm en un lector de microplacas, a partir de las fracciones citosolicas incubadas con tetrapéptidos especificos

para las tres actividades enzimaticas.

ve aumento del nimero de células
con el nicleo fragmentado respec-
to al grupo no tratado con el com-
puesto (células control). La cuanti-
ficacion del nimero de células apop-
toticas pone de manifiesto que la
tamarixetina incrementa hasta en
cuatro veces el porcentaje de célu-
las apoptoticas, 16% en las células
tratadas frente al 4% en las células
control (Figura 3D).

Papel que desempenan las caspasas

Las caspasas ocupan un lugar cen-
tral en la maquinaria apoptotica
que irreversiblemente conduce a la
muerte celular. Estas constituyen
una familia de cisteinproteasas es-
pecificas de acido aspartico que son
sintetizadas como precursores in-
activos (procaspasas) o zimogenos.
Dependiendo de la funcion que de-
sempenan se distinguen dos tipos,
iniciadoras y efectoras. Las caspa-
sas iniciadoras son las primeras en
activarse en respuesta al estimulo
y conducen a la activacion proteoli-
tica de las caspasas efectoras (eje-
cutoras), estas Gltimas responsa-

bles del desmantelamiento de las
estructuras celulares y de la inhibi-
cion de importantes procesos bio-
quimicos vitales, resultando en la
muerte controlada de la célula.
Con el fin de conocer si la tama-
rixetina induce activacion de las
caspasas, las células HL-60 se in-
cubaron en presencia del flavonoi-
de durante 3,6, 12y 24 horas, y se
evalué la actividad caspasa a partir
de fracciones citosolicas mediante
un ensayo colorimétrico a 405 nm
y utilizando tetrapéptidos especifi-
cos conjugados con el cromoforo p-
nitroanilina (pNA) para caspasa-3
(DEVD-pNA), caspasa-8(IETD-pNA)
y caspasa-9 (LEHD-pNA). Los re-
sultados demuestran que la princi-
pal caspasa ejecutora, caspasa-3
(Figura 4A), asi como las caspasas
iniciadoras de las vias extrinseca
(caspasa-8, Figura 4B) e intrinseca
(caspasa-9, Figura 4C), respectiva-
mente, son activadas a partir de las 12
horas de tratamiento y que la acti-
vidad aumenta con el tiempo de incu-
bacion, al menos hasta las 24 horas.
Muchas proteinas son especifi-
camente hidrolizadas por accion de

las caspasas durante el proceso
apoptotico. La identificacion de es-
tos fragmentos permite juzgar in-
directamente sobre la activacion de
las caspasas. La caspasa-3,dado su
papel central como proteasa ejecu-
tora de la apoptosis, actGa sobre
miltiples sustratos proteicos que
afectan a la arquitectura celular, al
metabolismo del DNA vy al control
de la proliferacion y la apoptosis.
Uno de estos sustratos es poli
(ADP-ribosa) polimerasa (PARP),
enzima nuclear de 116 kDa involu-
crado en la reparacion del DNA y
que es digerida para rendir un frag-
mento inactivo de 86 kDa. Los expe-
rimentos por Western-blot demues-
tran que la tamarixetina induce hi-
drolisis e inactivacion de PARP (Fi-
gura 5A, derecha) y consistente con
este resultado y con los experimen-
tos sobre la actividad enzimatica
evaluada previamente (Figura 4A),
el zimoégeno de la caspasa-3 es hi-
drolizado en los correspondientes
fragmentos con actividad catalitica
(Figura 5A, izquierda).

La activacion proteolitica de la
caspasa-3 puede implicar la via ex-
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trinseca (caspasa-8), la via intrin-
seca (caspasa-9) o ambas, tal y co-
mo parece ocurrir en la muerte
celular inducida por tamarixetina
(Figuras 4By 4C, respectivamente).
La activacion de la via intrinseca
normalmente habitualmente im-
plica la formacion en el citosol de
un complejo multiproteico (apopto-
soma) que engloba, entre otros, a
varias moléculas de caspasa-9y de
citocromo ¢, aunque otros mecanis-
mos de activacion independientes
de citocromo c también han sido
descritos. Puesto que la tamarixe-
tina induce aumento de la actividad
caspasa-9 (Figura 4C) decidimos
evaluar el papel del citocromo c en
este proceso. Los resultados en cé-
lulas HL-60 (Figura 5B) sugieren
que el citocromo c esta directamen-
te involucrado en el efecto antitu-
moral de la tamarixetina, sus niveles
aumentaron espectacularmente en
el citosol en respuesta a concen-
traciones crecientes del flavonoide.
La evaluacion en paralelo de los ni-
veles de citocromo ¢ mitocondrial,
organulo donde esta proteina re-
side en condiciones normales y en
donde desempefa su funcion como
transportador electronico en la res-
piracion celular, claramente pone
de manifiesto que disminuyen pro-
porcionalmente con concentracio-
nes crecientes de tamarixetina.

Modulacion de las proteinas regu-
ladoras del ciclo celular

La proliferacion y la muerte celular
son complejos procesos que estan
estrechamente conectados de mo-
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Figura 5. La tamarixetina induce activacion proteolitica de la caspasa-3y liberacion de cito-
cromo c al citosol en células HL-60. Las células se incubaron en presencia de las concentra-
ciones indicadas de Tamarixetina durante 24 horas, se lisaron y se obtuvo el citosol y las
fracciones mitocondrial y nuclear. Las muestras se separaron por electroforesis en un gel
de poliacrilamida y se analizaron por Western-blot, haciendo uso de anticuerpos especificos
para caspasa-3, caspasa-9y citocromo ¢,y un sistema de deteccion por quimioluminiscencia.
(R) Efecto sobre la activacion proteolitica de la caspasa-3y sobre la inactivacion por proteolisis
de la proteina nuclear PARP. (B) Efecto sobre la activacion proteolitica de caspasa-9y sobre
los niveles de citocromo c en el citosol y en la fraccion mitocondrial.

do que la apoptosis puede desen-
cadenarse como consecuencia de
la perturbacion del ciclo celular. El
analisis por citometria de flujo de-
muestra que la tamarixetina incre-
menta notablemente la proporcion
de células en la fase G,-M (Figura
3A), sugieriendo que este compues-
to interfiere en la transicion a la si-
guiente fase del ciclo celular, Ia fase
G, (de G,aMode M a G,). Para co-
nocer con mas detalle el mecanis-
mo de accion de este metoxiflavo-
noide, se evaluaron por Western-

blot diversos factores reguladores
del ciclo celular. Las quinasas de-
pendientes de ciclinas (Cdks) cons-
tituyen una amplia familia de seri-
na/treonina quinasas involucradas
en el control de la progresion del
ciclo celular. Las Cdks aportan la
subunidad catalitica y requieren de
su asociacion con otro factor pro-
teico (ciclinas) para ser plenamente
funcionales. La fosforilacion / des-
fosforilacion del complejo consti-
tuye un mecanismo adicional de
control. El miembro mas importan-
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Figura 6. Determinacion del efecto de la tamarixetina sobre las proteinas del ciclo celular en células promielociticas humanas HL-60. Las cé-
lulas se incubaron durante tiempos variables (6, 12, 24 6 48 horas) en presencia de las concentraciones indicadas de tamarixetina y las mues-
tras se separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida y se analizaron por Wester-nblot con anticuerpos especificos para las proteinas
del ciclo celular ciclina B1 (fosforilada y no fosforilada), Cdk1 (fosforilada y no fosforilada), MPM2 y Cdc25C. Como control que se ha cargadoy
transferido la misma cantidad de proteinas en todos los grupos experimentales en el estudio se incluy6 a la tubulina.

te de esta familia, Cdk1, interviene
en el control sobre las diferentes
fases del ciclo celular y es activado
en la fase G, mediante formacion
de un heterodimero con la ciclina
B1. Los resultados en HL-60 ponen
de manifiesto que la tamarixetina
incrementa significativamente los
niveles de la ciclina B1y de su for-
ma fosforilada, efecto que es apre-
ciable desde las seis horas de tra-
tamiento, mientras que los niveles
de Cdk1 y su forma fosforilada no
parecen verse afectados.

Las especies reactivas del oxigeno,
ROS, actidan como mediadores

Durante la respiracion celular el
oxigeno molecular es mayoritaria-
mente reducido a agua en la matriz
mitocondrial mientras que una pe-
quefa proporcion (1-2%) se reduce
parcialmente a anion superoxido
(0,7), que a su vez puede ser trans-

formado en perdxido de hidrogeno
(H,0,) vy en el radical hidroxilo (OH).
Desde el punto de vista cuantita-
tivo, la cadena transportadora mi-
tocondrial representa el principal
lugar de formacion de estas espe-
cies altamente reactivas del oxi-
geno, especies oxidantes conocidas
genéricamente por ROS. Aunque
inicialmente consideradas como pro-
ductos toxicos secundarios al me-
tabolismo energético, estas especies
quimicas pueden también generar-
se por reacciones enzimaticas no
relacionadas con la generacion de
energia celular (NADPH oxidasa, li-
pooxigenasa, ciclooxigenasa, trip-
tofano hidrolasa) y desempenan
importantes funciones en la sefa-
lizacion intracelular que regula la
proliferacion y la muerte celular.
Para conocer si ROS actGa como
mediador en el efecto citotoxico de
la tamarixetina, las células HL-60

se incubaron en presencia del flavo-
noide y se analizaron por citome-
tria de flujo haciendo uso de una
sonda fluorescente (DCF-DA) que
es sensible al estado oxidativo ce-
lular. Los resultados ponen de ma-
nifiesto la existencia de un aumento
evidente en la concentracion intra-
celular de ROS en las células trata-
das con tamarixetina (Figura 7A) y
demuestran que los maximos ni-
veles de estas especies oxidantes
se alcanzan rapidamente, dentro de
los primeros 30 minutos de trata-
miento (Figura 7B). Cuando las cé-
lulas se preincubaron en presencia
del antioxidante N-acetil-cisteina
(NAC), éstas se volvieron completa-
mente resistentes al efecto citoto-
xico de la tamarixetina (Figura 7C)
lo que sugiere que la produccion de
ROS es un elemento esencial en la
accion antitumoral de este metoxi-
flavonoide.
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Figura 7. Estudio del efecto de la tamarixetina sobre la produccon de ROS y su relacion con la apoptosis en células HL-60. (A) Las células se
incubaron en presencia de Tamarixetina durante 30 minutos y se analizaron por citometria de flujo en presencia de una sonda fluorescente
(H2-DCF-DA) que es altamente sensible al estado oxidativo intracelular. (B) La tamarixetina induce generacion de ROS de forma rapida y tran-
sitoria. Las células se incubaron en presencia del flavonoide durante los tiempos indicados y se analizaron por citometria de flujo, en presencia
de H2-DCF-DA. (C) Efecto de los antioxidantes sobre la induccion de la apoptosis activada por Tamarixetina. Las células se preincubaron con
el antioxidante N-acetil-cisteina y el efecto del flavonoide sobre el porcentage de células apoptéticas se determiné por citometria de flujo.

Conclusiones

Muchos farmacos utilizados actualmente en quimio-
terapia son derivados de productos de origen ve- getal
como es el caso del paclitaxel, los alcaloides de vinca,
camptothecin, etoposido etc. Los flavonoides constitu-
yen un amplio grupo de compuestos fendlicos sintetiza-
dos por las plantas y que poseen mltiples actividades
biologicas en organismos superiores. Estudios epide-
mioldgicos y evaluaciones experimentales realizadas
tanto in vitro como in vivo demuestran que ciertos fla-
vonoides presentan propiedades antitumorales y sugie-
ren que estos puedan ser utilizados en el futuro como
base para el desarrollo de compuestos mas potentes
y mas especificos. En el presente trabajo hemos eva-
luado la actividad citotoxica de la tamarixetina, deri-
vado natural metoxilado del flavonoide mas abundante
en la naturaleza, la quercetina. Los resultados ponen
de manifiesto que la Tamarixetina ejerce una intensa
actividad antitumoral en células leucémicas humanas
a través de un mecanismo que implica muerte celular
por apoptosis. El proceso es dependiente de la activa-
cion de las caspasas -3, -8y -9y de la generacion de
especies quimicas derivada del oxigeno, ROS, que ac-
than como intermediarios en el efecto citotoxico.
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