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Introduccién

1.1 El cancer

El cancer es la enfermedad con mayor indice de mortalidad y morbilidad a nivel mundial
que ha creado un alto interés en la realizacién de intensos estudios que ayuden a
entender el proceso patogénico y el mecanismo celular subyacente [1]. Esta enfermedad
lidera la causa de muerte en los paises econdmicamente desarrollados, en los que uno
de cada cinco personas morira de cancer y es el segundo motivo de muerte en los
paises en desarrollo. La presencia de cancer en los paises desarrollados es el resultado
del crecimiento y envejecimiento poblacional y ademas estéa relacionado con los habitos
de vida en estas sociedades, donde no se practica deporte, se fuma y se lleva una dieta
occidental. Cerca de 12,7 millones de casos de cancer y 7,6 millones de muertes por la
misma enfermedad sucedieron en 2008 a nivel mundial. Un 56% de los casos y un 64%

de las muertes tuvieron lugar en el mundo desarrollado [2].

Las células cancerosas se definen por dos propiedades: (i) se reproducen a pesar de las
restricciones convencionales y (ii) ocupan territorios normalmente reservados para las
células sanas. Estas dos afirmaciones convierten al cancer en una enfermedad
altamente peligrosa. Una célula que prolifera sin control producira un tumor o
neoplasma. Se conoce como tumor benigno aquel que estd formado por células
neoplasicas, que permanecen agrupadas en una masa Unica. El tumor es maligno si las
células que lo componen son capaces de invadir el tejido circundante. Esta capacidad
invasora implica la posibilidad de entrada de las células cancerosas en el torrente
sanguineo o en los vasos linfaticos, dando lugar a tumores secundarios 0 metastasis.
Los canceres se clasifican en funcién del tejido y del tipo celular de origen. Los
carcinomas son aquellos que proceden de células epiteliales y los sarcomas se originan
en el tejido conjuntivo o a partir de células musculares. Los canceres que no se incluyen
en estas categorias son los derivados de células del sistema nervioso y las diversas
formas de leucemia, originadas por las células hematopoyéticas [3]. La leucemia es un
tipo de cancer que afecta a la sangre, la médula 6sea y al sistema linfatico, en el que se
produce un aumento desmesurado de glébulos blancos. En funcion de la poblacién de
glébulos blancos afectada y de las caracteristicas de la clinica, la leucemia se puede
clasificar en leucemia mieloide crénica, leucemia linfoide cronica, leucemia mieloide

aguda o leucemia linfoide agua [4].
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Introduccién

Los datos proporcionados por la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica informan de
un aumento del 5% de incidencia de cancer en la poblacién espafiola. Por otro lado,
existe un incremento de la supervivencia gracias a un diagnéstico temprano mas preciso

y por la utilizacién de tratamientos mas eficaces [5].

Historicamente, las plantas han sido la base del cuidado de la salud y su uso en
diferentes culturas esta extensamente documentado [6,7]. Se ha detectado que existe un
consumo de compuestos relativamente desconocidos en cuanto a la cantidad en que se
administran y a su mecanismo de accion. Este hecho se ha convertido en una buena
razén para considerar la revision de la investigacién en el campo de la toxicologia y la
nutricion, ya que se ha prestado mas atencion a los compuestos altamente tdxicos en
bajas concentraciones que al consumo masivo de toxinas débiles [8]. La sintesis
completa de productos naturales complejos ha supuesto un gran desafio cientifico y ha
permitido avances significativos en el campo de la quimica organica durante el siglo XXI.
La sintesis de productos naturales esta asociada a una seleccién prudente y correcta de
moléculas con funciones definidas, al descubrimiento e invencién de nuevas estrategias
sintéticas y tecnolégicas y a la exploracién de la bioquimica a través de disefios
moleculares y estudios de mecanismos de accién. Futuros avances en este campo seran
apoyados por el aislamiento y caracterizacién de nuevas moléculas con origen en la
naturaleza, de la disponibilidad de nuevos reactivos y métodos sintéticos y de la

automatizacion e informatizacion de la tecnologia [9].

Los flavonoides son metabolitos secundarios producidos por las plantas que se
encuentran presentes en la dieta del ser humano. Abundan en hortalizas, frutas y
vegetales en general y se estima que su consumo diario es de 100 mg aproximadamente
[10]. Estos compuestos polifendlicos presentan un amplio espectro de actividades
biologicas (antialérgicos, antiinflamatorios, antioxidantes, antimutagénicos, anti—
carcinogénicos y moduladores de la actividad enziméatica), que influyen en el desarrollo
del cancer. Ademas se ha demostrado que los flavonoides interfieren en las cuatro
etapas de la carcinogénesis conocidas como iniciacion, promocion, progresion e invasion
[11-15]. Diversos estudios epidemioldgicos sugieren que el consumo de flavonoides

disminuye la probabilidad de sufrir cancer [16—-19].
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Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular, con estructura fenilbenzo—y—
pirona (C6—C3-C6), caracterizada por la presencia de dos anillos bencénicos (A y B)
unidos por un anillo heterociclico de pirano (C) mediante un doble enlace. Se clasifican
en flavonoles, antocianidinas, flavonas, flavanonas, chalconas e isoflavonas, basandose
en la presencia o ausencia del doble enlace en la posicion 4 del anillo C, la presencia o
ausencia de un doble enlace entre los atomos de carbono 2 y 3 en el anillo C, la
presencia de un grupo hidroxilo en el anillo C y la presencia de un anillo bencénico en el
atomo de carbono 3 del anillo C (Figura 1). Estas caracteristicas influyen en la actividad
bioldgica de los flavonoides y, en concreto, la presencia de un grupo hidroxilo en el anillo

B aumenta la actividad antiproliferativa y antioxidante de los flavonoles [20].

(0]
Chalcona Flavona
CC
(0]
Isoflavona Flavanona Antocianidina

Figura 1. Estructura quimica de los flavonoides.
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1.2 Apoptosis

La muerte celular es un proceso fundamental para el mantenimiento de la homeostasis
tisular, eliminando células dafiadas o indeseadas y asi promover el crecimiento y la
diferenciacion. Se distinguen varios procesos de muerte celular: necrosis, apoptosis y
autofagia [21]. La muerte celular por apoptosis se caracteriza por una secuencia de
cambios morfoldgicos en las células [22—26]. En el ndcleo celular estos cambios incluyen
la condensacién de la heterocromatina adyacente a la membrana nuclear, la
fragmentacion nuclear y finalmente el empaquetamiento de los fragmentos nucleares en
multiples cuerpos apoptoticos. Estos cambios morfologicos se han observado en células
expuestas a agentes quimioterapéuticos y a la radiacion y [27-30]. El proceso apoptotico
también implica una serie de cambios bioquimicos en las células, como la rotura del
ADN en fragmentos de 180-200 pares de bases, la hidrolisis de las proteinas, entre las
gue destacan las caspasas, y la externalizacion de marcadores de fagocitosis como es la
fosfatidilserina, anexina | y calreticulina. Ademas hay pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, aumento de los niveles de Ca'’ y deshidratacion celular [31-34]. Los
macroéfagos y/o células vecinas fagocitan las células apoptéticas en respuesta a la
aparicion de marcadores de fagocitosis en la superficie celular, evitando una respuesta
inflamatoria por la exposicién del material intracelular al sistema inmune [35]. Esto
contrasta con la necrosis, que es inducida con el bloqueo de la actividad de las caspasas
y se caracteriza morfoldgicamente por un aumento del volumen celular y la consiguiente
salida del contenido intracelular, consecuencia de la rotura de la membrana nuclear y de

la membrana plasmatica, dando lugar a una respuesta inflamatoria [36].

1.3 Caspasas

La apoptosis tiene lugar a través de dos vias principales, la via extrinseca y la via
intrinseca, en las que se produce la activacion de las caspasas [37]. Todas las caspasas
presentan una estructura definida que consta de un dominio N-terminal, cuya secuencia
y longitud varia en funcion de la caspasa, y se sintetizan como proenzimas inactivas o
zimégenos. Las caspasas presentan una region catalitica formada a su vez por dos
dominios, uno grande (20 kDa) y otro pequefio (10 kDa) que dan lugar a dos

subunidades de la enzima activada [38].
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Las caspasas son cistein proteasas especificas de aspartato, enzimas proteoliticas
conocidas por el papel que desempefian en la muerte celular regulada y en la
inflamacion [21]. La funcién de las caspasas se identificd con el descubrimiento de CED-
3 como Unica caspasa ejecutora de la muerte celular durante el desarrollo del neméatodo
Caenorhabditis elegans [39], mientras que la apoptosis en organismos complejos
requiere la participacion de varias caspasas [40]. El primer homélogo de CED-3 en
mamiferos se conocia como enzima convertidora de interleuquina—1-8 (ICE), después
denominada caspasa—1, y Nedd2 adquiri6é el nombre de caspasa—2 posteriormente [21,
41-43]. Se han identificado 14 caspasas, de las cuales 12 estan presentes en el ser
humano. Es importante mencionar que la caspasa—5 no esta presente en ratones y que
las caspasas—11 y —13 son los analogos de la caspasa—4 en roedores y bovinos,
respectivamente [44,45]. La caspasa—12 esta presente en humanos y en roedores y la
caspasa—14 se expresa en la epidermis e interviene en la proteccion de las capas
internas de la piel [46]. Las caspasas—1, —4, -5, —11 y —12 participan en la regulacion de
sefiales inflamatorias y las caspasas—2, -3, -6, —7, —8, =9 y —10 regulan el proceso
apoptotico. Las caspasas apoptoticas se pueden agrupar en dos subclases, las
caspasas iniciadoras (-2, -8, -9 y —10), que se caracterizan por presentar prodominios
largos (>90 aminodcidos) y las caspasas efectoras (-3, —6 y —7) que tienen un
prodominio corto (Figura 2). Las caspasas—8 y —10 presentan unas repeticiones de
interaccion proteina—proteina que se conocen como dominio efector de muerte (DED) y
las caspasas—2 y -9 presentan dominios de reclutamiento de las caspasas (CARD). La
presencia de estos dominios facilita la interaccién con proteinas que contienen los
mismos dominios. Las caspasas efectoras (caspasa—3, —6 y —7) se activan por accién de

las caspasas iniciadoras y son capaces de hidrolizar un gran nimero de proteinas.

Las células estan sometidas a cambios durante el proceso apoptético que se producen
por la hidrolisis de sustratos potenciales de las caspasas. Se conocen casi 400 sustratos
de caspasas en mamiferos que se encuentran almacenados en la base de datos
“CASBAH" (http://www.casbah.ie) [47]. Los sustratos hidrolizados por las caspasas se
pueden clasificar en: (i) proteinas del nlcleo: proteinas asociadas a ribonucleoproteinas
lamina A y B, receptor de lamina B, proteinas de union a la estructura del cromosoma y
proteinas del aparato mitotico, (ii) proteinas del citoplasma: componentes de union a B—

cateninas, gelsolina y actina, (iii) proteinas involucradas en las vias de sefializacién: pro—
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interleuquinas, fosfolipasas y citoquinas, (iv) proteinas implicadas en el control del ciclo
celular y la proliferacion: p27, ubiquitinas, p21 y pRb, (v) proteinas quinasas: MAPK,
PKC (proteina quinasa C) y sus isoformas, Weel y Akt (PKB, proteina quinasa B) y (vi)
proteinas relacionadas con el metabolismo y reparacion del ADN: proteinas de
replicacion del ADN, ADN-topoisomerasas, DNA—PKcs (proteina quinasa dependiente
ADN) y PARP [poli (ADP-ribosa) polimerasa]. El proceso de muerte celular por
apoptosis inducido por caspasas puede ser inhibido por una familia de supresores de la
apoptosis conocida como IAP (proteinas inhibidoras de apoptosis) [48]. Existen varias
proteinas IAP en mamiferos: XIAP (proteina inhibidora de la apoptosis), c—IAP1, c-IAP2,
ML—IAP (IAP de melanoma), ILP2 (proteina 2 tipo IAP), NAIP (proteina inhibidora de
apoptosis neuronal). Estas proteinas presentan: (i) al menos un dominio BIR: lugar de
unién con las caspasas inhibiendo su actividad, (ii) dominios RING: inducen la
autodegradacion y a su vez la degradacion de la caspasa unida por el proteosoma vy (iii)
dominios CARD: regulan la degradacién de las caspasas unidas por este dominio.
Diferentes IAPs, se unen y suprimen la actividad de las caspasas, funcionando como
antagonistas endogenos de las proteasas de muerte celular. Las IAPs usan dominios
BIR especificos para inhibir determinadas caspasas. En el caso de la XIAP, se une a las
caspasas—3 y—7 a través de su dominio BIR2 y a la proteasa iniciadora, caspasa-9, a
través de su dominio BIR3. La caspasas—3 y —7 son inhibidas por la proteina XIAP y en
menor proporcion por c—-lIAP1, c—IAP2 y NAIP [49,50].

Caspasas Dominio
Caspasa—2 CARD
o Caspasa—-8 CARD
Iniciadoras -
Caspasa—9 DED DED
Caspasa-10 DED DED
P
Caspasa—3 CARD
Efectoras4 Caspasa—6 CARD
Caspasa—7 CARD

Figura 2. Clasificacion de las caspasas de mamiferos que inducen el proceso apoptético: (i)
iniciadoras (caspasa—2, -8, -9 y —10) y (ii) efectoras (caspasa—3, —6 y —7). CARD, dominios de
reclutamiento de las caspasas, DED, dominio efector de muerte, L (subunidad larga) y S
(subunidad corta).
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1.4 Via extrinseca: Receptores de muerte

El proceso apoptético inducido por la via de sefializacion extrinseca tiene lugar a nivel de
la membrana celular y comienza con la unién de los correspondientes ligandos con sus
receptores de muerte especificos, pertenecientes a la superfamilia del receptor de
necrosis tumoral (TNF): TNFR1/TNF—-a, FasR/FasL, DR3, Apo3L, DR4/TRAIL vy
DR5/TRAIL, produciéndose el complejo de sefializacion inductor de muerte, DISC (Death
Inducing Signaling Complex) [51]. Este complejo interviene en la activacion de las
caspasas iniciadoras—-8 y —10. Esta formado por la uniéon de las proteinas adaptadoras
FADD (FAS-associated death domain protein) y TRADD (TNFR-associated death
domain protein) y otros componentes, por medio de su dominio de muerte, DD (death
domain), con las procaspasa—8 a través de DED (death effector domain) [21]. Una vez
se activa, tiene lugar la activacion de la caspasa—3 y posteriormente de las demas
caspasas ejecutoras, dando lugar a la muerte por apoptosis (Figura 3). Ademas la
caspasa-—8 tiene la capacidad de hidrolizar a la proteina pro—apoptética Bid, que forma
parte de la familia Bcl-2. La proteina Bid se transloca a la mitocondria en su forma tBid,
involucrandola en esta via de sefializacién, de manera que se produce una amplificacion

del proceso apoptotico al activar la via de sefializacién intrinseca [52].

Se han identificado mdltiples moduladores de la apoptosis que contienen DED,
inhibiendo o aumentando la activacién de la caspasa—8. La proteina c—FLIP se presenta
como un importante modulador de la caspasa—8 y la apoptosis, ya que comparte una
extensa similitud en la secuencia de aminoacidos con las procaspasas—-8 y—10 que
contienen dos regiones N-terminal DED, seguido por un dominio pseudocaspasa que
carece de los residuos criticos requeridos para la actividad proteasa, incluyendo el
residuo de cisteina catalitico. En la mayoria de los casos c—FLIP se asocia con la
procaspasa—8, por sus dominios DED, formando un heterodimero caspasa—8/c—FLIP,
perturbando la sefializacion del receptor de muerte al competir con las procaspasas—8 y
—10 por el enlace a FADD, impidiendo la formacion del complejo de sefializacion inductor

de muerte y la liberacién de la forma activa de la caspasa-8 [53].
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1.5 Viaintrinseca

La via de sefializacion intrinseca se inicia en la mitocondria e implica varios estimulos
apoptoticos que no estan relacionados con los receptores de muerte, pero si esta
controlada por las proteinas de la familia Bcl-2 [54]. Se desencadena por radiacion,
agentes citotéxicos o dafios en el ADN y se caracteriza por una disfuncién de la
mitocondria, mediada por las proteinas de la familia Bcl-2, entre las que se encuentran
las proteinas anti—apoptéticas (Bcl-2), las proteinas pro—apoptéticas (Bax) y las
proteinas pro—apoptéticas que muestran su homologia con Bcl-2 por su dominio BH3
(Bid) (Figura 3). Estas proteinas actian provocando un aumento de la permeabilidad la
membrana mitocondrial con la consecuente liberacion de moléculas solubles al citosol
[55,56]. Una de estas moléculas es el citocromo ¢ que una vez en el citosol se asocia a
Apaf-1 (apoptotic protease—activating factor 1) y a la procaspasa—9 dando lugar a la
formacion de un complejo multimérico denominado apoptosoma, que activa la caspasa—
9 [57]. Otra molécula liberada por la mitocondria es la proteina Smac/DIABLO, promotora
de la apoptosis, ya que se une a las proteinas IAPs, evitando que éstas se unan a las
caspasas. La proteina Htr/serinproteasa, liberada por la mitocondria, inhibe la accion de
las IAPs a través de su inactivacién por proteolisis. La endonucleasa G, Omi/htra2 y la
proteina AlIF (factor inductor de apoptosis) son moléculas liberadas por la mitocondria,
gue inducen la degradacion del ADN en un proceso tardio de la apoptosis, siendo la
endonucleasa G la principal responsable de la fragmentacién del ADN y junto con las
exonucleasas y la ADNasa | generan el tipico patron de fragmentacion de ADN en

escalera.

1.6 Proteinas de la familia Bcl-2

La muerte celular por apoptosis implica interacciones complejas entre los miembros pro—
apoptoticos y anti—apoptoticos de la familia Bcl-2. Inicialmente la proteina Bcl-2 se cloné
a partir del punto de corte en la translocacion cromosomal t presente en la mayoria de
los pacientes con un linfoma folicular no—Hodgkin de células B. Desde la clonacién de
Bcl-2 se identificd una familia completa de proteinas homdlogas, que participan en el
control de la muerte celular por apoptosis. Algunas de estas proteinas comparten la

capacidad anti—apoptética de Bcl-2, como son Bcl—x,, Bcl-w y Mcl-1. Estas proteinas
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presentan homologia en la secuencia de cuatro regiones a-hélice conocidas como BH
(BH1-BH4). La segunda clase de proteinas de la familia Bcl-2 entre las que se engloban
las proteinas Bax y Bak, que promueven la muerte celular, s6lo comparten los dominios
BH1-BH3 con Bcl-2. La tercera clase de proteinas, incluye a Bid, Bim, Bad, Bik, Puma,
Noxa, Bmf y Hrk. Estas proteinas solo presentan homologia con Bcl-2 a nivel de la
region BH3. Al igual que Bax y Bak, las proteinas pro—apoptéticas BH3 requieren un
dominio BH3 intacto para promover la apoptosis. Interacciones complejas entre los
miembros de la familia Bcl-2 controlan la permeabilidad de la membrana mitocondrial
externa, punto en comun de las sefiales de muerte producidas por las proteinas de esta
familia. Bcl-2 es una proteina integral de la membrana mitocondrial, mientras que sus
homologos se insertan en la membrana después de un estimulo citotoxico. Niveles
elevados de esta proteina inhiben el proceso apoptotico, uniéndose a los miembros pro—
apoptoticos (Bax y Bak) de la familia, por la regién hidrofébica de la a—hélice del dominio

BH3 de cada grupo de proteinas.

Por otra parte las proteinas anti—apoptoticas influyen en el flujo de moléculas pequefias
a través de la membrana mitocondrial. La activacién de las proteinas pro—apoptoticas
Bax y Bak desencadena el aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial
externa, lo que sugiere que estas proteinas son las efectoras de la familia Bcl-2 mas
proximas a la mitocondria. En las células los mondmeros inactivos de Bax residen en el
citosol, mientras que los mondmeros de Bak se encuentran insertos en la membrana
externa. Una vez que Bax es activada se inserta en la membrana y se homo-
oligomerizan Bax y Bak, dando lugar al aumento de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, liberdndose factores apoptoticos (citocromo ¢, Omi/htra2, Smac/DIABLO,
endonucleasa G y AIF) al citosol (Figura 3). La proteina pro—apoptoética Bid interactia
con las proteinas anti—apoptoéticas formando heterodimeros para inducir la apoptosis.
Ademas los dominios BH3 de Bid y Bim inducen la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial con dependencia de las proteinas Bax y Bak, induciendo la oligomerizacion
de estas ultimas. Bid interactla con Bcl-2, pero a su vez mantiene sus interacciones con
Bax, lo que indica que las interacciones entre Bid, Bax y Bak, son importantes para la
funcién de Bid. Bad se encuentra en su forma inactiva en el citosol, pudiendo estar

asociada a la proteina 14-3-3. Durante la apoptosis, la proteina 14-3-3 se hidroliza
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dando lugar a la translocacion de Bad a la mitocondria, donde interactiia con Bcl—x, y en

menor medida con Bcl-2 inhibiendo su actividad protectora [58—63].

Ligando Fas Membrana Hipoxia, radiacion y
Fas plasmatica estrés oxidativo
mliim VIA Citoplasma - . \/iA
] 8 EXTRINSECA OBid EX INTRINSECA

\ —> {
Caspasas (-8, —10) s @ tBid m’) Mitocondria
l’ [pd] ) l

Caspasas (-3, ~7) € Caspasa-9
\ &a q Citocromo ¢
o |
Y,
. G g, @ Procaspasa-9
Apoptosis Apoptosoma

Figura 3. Vias extrinseca e intrinseca de muerte por apoptosis. La caspasa—8, en respuesta a la
union de sefiales de muerte (ligando Fas), es la principal iniciadora de la via extrinseca y activa a
las caspasas efectoras—3 y —7, siendo la caspasa—3 la principal impicada en la muerte por
apoptosis. La via intrinseca se activa por estimulos externos que producen dafio mitocondrial,
induciendo la activacién de factores pro—apoptoticos, liberandose el citocromo ¢, que a su vez se
une a Apaf-1 y a la procaspasa—9 generando el apoptosoma. Este (ltimo activa a la caspasa
iniciadora (caspasa—9) que a su vez activa a las caspasas efectoras—3 y —7 dando lugar a la
muerte por apoptosis.

1.7 Ciclo celular

El ciclo celular presenta una duracién variable en funcién del tipo celular. En el caso de
los mamiferos las células se duplican cada 24 h. En el ciclo celular se distinguen varias
fases, destacando entre ellas la mitosis, momento en el que tiene lugar la division
celular. Durante la mitosis se produce la descomposicién de la envoltura del nicleo, se
forman cromosomas visibles tras la condensacién del contenido nuclear y se forma el
huso mitético con la reorganizacion de los microtlbulos, para finalmente, separar los
cromosomas. Durante la mitosis los cromosomas se alinean en el uso mitético, antes de

su segregacion en una fase conocida como la metafase. La separacion de los
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cromosomas duplicados indica el inicio de la anafase, en la que estos cromosomas se
trasladan a los diferentes polos de la célula, donde se descondensan formando los
nuevos nlcleos. Seguidamente tiene lugar la citoquinesis, proceso final de la mitosis
(fase M del ciclo celular), en la que la célula se divide en dos por su zona central. La fase
M tiene una duracién aproximada de 1 h y representa una pequefia parte de todo el ciclo
celular. Los periodos que tienen lugar entre la fase M y la siguiente fase se denomina
interfase y comprende un periodo de tiempo mas largo, en el que se producen procesos
de preparacion para la division celular en una secuencia muy ordenada. En concreto,
durante la interfase se produce la replicacién del ADN nuclear. Una célula eucariota
tipica presenta las cuatro fases sucesivas del ciclo celular (Figura 4): (i) fase G;: la célula
se prepara para la sintesis del ADN, (ii) fase S: conocida como la fase de sintesis del
ADN, en la que se duplica el ADN, (iii) fase G,: la célula aumenta de tamafio y se
prepara para la mitosis y (iv) fase M: la célula entra en mitosis, dividiéndose en dos

células hijas.

Si las condiciones extracelulares son desfavorables, las células retrasan su progresion a
través de la fase G; e incluso pueden entrar en un estado de reposo especializado
llamado Gy, en el que pueden permanecer dias, semanas o incluso afios antes de volver
a proliferar. Muchas células se mantienen en Gy hasta que ellas o el organismo mueren.
Cuando las condiciones extracelulares son favorables y hay sefiales para crecer y
dividirse, las células en Gg progresan a través de un punto de determinacion préximo al
final de G; denominado punto de restriccion en células de mamiferos [3]. En seres

humanos la mayoria de las células se encuentran en esta fase.

Numero de células

Contenido de ADN

Figura 4. Fases del ciclo celular.
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1.8 Inhibicion de la proliferacién celular

Las células eucariotas presentan un esqueleto interno que les confiere su forma, su
capacidad de moverse y de distribuir sus organulos y de transportarlos de una parte a la
otra de la célula. El citoesqueleto esta formado por una red de filamentos proteicos entre
los que se encuentran los filamentos de actina y los microtibulos. Estos filamentos son
imprescindibles en los movimientos internos que tienen lugar en el citoplasma de las
células. En concreto, los microtibulos del huso mitético son esenciales en la distribucion
del ADN en dos partes iguales de dos células hijas cuando una célula se divide. Dado su
papel en la mitosis los microtibulos se han convertido en una diana atractiva en el
desarrollo de farmacos antitumorales despolimerizantes (vincristina, vinorelbina vy
estramustina fosfato) y polimerizantes (paclitaxel y docetaxel), que inhiben la dinamica
de los microtubulos, provocando la rotura del huso mitético y dando lugar a la parada del

ciclo celular en la fase de mitosis.

Las proteinas quinasas presentes en las células eucariotas tienen funciones como la
transmision de sefiales extracelulares al interior de la célula y dirigir el ciclo celular. Entre
estas proteinas destacan la quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), que son
componentes centrales en el proceso de division celular. Una proteina quinasa
dependiente de ciclina sélo es activa cuando se une a otra proteina llamada ciclina, se
fosforila la cadena lateral de un determinado residuo de Thr y se desfosforila un residuo
de una determinada fosfotirosina. De esta manera la CDK integra un conjunto de
componentes celulares (ciclina, proteina quinasa y proteina fosfatasa), que se activa
cuando estos componentes se encuentran en su estado de actividad adecuado. Los
niveles de CDK se mantienen estables en las células, en cambio las ciclinas se
sintetizan y se degradan sucesivamente, mientras la célula atraviesa las diferentes fases
de su ciclo celular, y con el aumento y la disminucion de los niveles de ciclinas se activan
sus CDKs correspondientes. En la transicion de la fase G; a la fase S se expresan altas
concentraciones de ciclinas D (D1, D2 y D3) [64]. Para la correcta ejecucion de la fase
tardia de S y G,/M se activan otros complejos CDK—ciclina, CDK2/ciclina E, CDK2/ciclina
A, CDKZ1/ciclina A and CDK1/ciclina B [65]. Ademas la actividad de las CDK puede ser

regulada por las proteinas inhibidoras del ciclo celular (CKI), ya que se unen a las
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proteinas CDK y/o al complejo CDK/ciclina, impidiendo su actividad y frenando el

desarrollo de la secuencia del ciclo celular [66,67].

Existen unos puntos de control en cada fase del ciclo celular, que se encargan de
detener el ciclo celular cuando se produce un dafio o fallo en el ADN, para que se
puedan desarrollar los mecanismos de reparacion. Si esta reparacion no se produce, las
células se eliminan por apoptosis. Se ha observado que los puntos de control situados
entre las fases G; y Sy en G,/M, son perturbados por flavonoides como la genisteina, la
daidzeina, el kaempferol, etc, [68,69], induciendo muerte celular por apoptosis. Las
células tumorales se caracterizan por presentar un ciclo celular desregulado,
contribuyendo a una proliferacién descontrolada. Alteraciones y desregulaciones de la
actividad de CDKs son indicadores de la existencia de neoplasia. Algunos cénceres
estan relacionados con mutaciones de los genes de CDK o de los inhibidores de CDK.
Por este motivo es interesante desarrollar nuevos agentes anticancerigenos que actien
modulando las proteinas reguladoras del ciclo celular como hacen la quercetina, la

daidzeina y la silimarina.

1.9 Especies reactivas de oxigeno

El metabolismo del oxigeno consumido por un organismo da lugar a especies reactivas
de oxigeno (ROS), que en su mayoria se producen en la mitocondria. Un problema en el
equilibrio celular de oxidacion-reduccion (redox), puede producir un aumento de
radicales de oxigeno altamente reactivos, impidiendo la homeostasis redox y las
funciones celulares, dando lugar a la muerte celular [70,71]. Una serie de aminoacidos,
con un grupo tiol, que les confiere una gran reactividad, juegan un papel importante en el
equilibrio redox. Entre ellos se encuentran la cisteina, la metionina, la homocisteina y la
taurina, estando mas involucrados los dos primeros en el metabolismo celular de los
mamiferos. El glutatién (y—Glu—Cys—Gly) es un tripéptido con un grupo tiol, que abunda
en las células en su forma reducida y se considera el principal antioxidante [72]. Una
disfuncion de la sintesis de glutation a nivel cerebral da lugar a enfermedades

neurodegenerativas.
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1.10 Proteinas quinasas activadas por mitégenos

Las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPKSs) pertenecen a la familia de las
serina/treonina quinasas y son las responsables de la transduccion de la respuesta
intracelular frente a varios estimulos. Incluyen tres grupos principales: (i) las proteinas
quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2), (ii) las proteinas quinasas
activadas por estrés (JNK/SAPK) y (iii) las proteinas quinasas activadas por mitégenos
(p38MAPK).

Las MAPKs estan implicadas en el control de las vias de transduccién de sefiales, por
medio de fosforilaciones en cascada y regulan funciones celulares como la proliferacion,
la diferenciacién y la apoptosis. La via de sefializacibn en cascada consiste en la
fosforilacion en serie de diversas proteinas. Las MAPKs se activan por la accién de las
proteinas de la familia de las MAPKK (MEK, MKK o MAPKK), que a su vez son activadas
por las MAP quinasas quinasas quinasas (MAPKKK, MKKK o MEKK) entre los que
destaca el proto—oncogen c—Raf (Figura 5). La especificidad de MEK por las MAPKs
depende del contexto. Todas las MEK ejecutan su fosforilacion dual en el motivo con
secuencia de aminoacidos Thr—X-Tyr, donde X confiere la especificidad. Para las ERK

X es el acido glutamico, para JNK/SAPK es la prolina y la glicina para las p38. La
actividad de MEKs se controla por la fosforilacion, siendo enzimaticamente activas las
MEKSs fosforiladas. El estado de la fosforilacion se encuentra bajo el control de las MAP

guinasas quinasas quinasas [73].

La via de sefializacion en cascada de ERK promueve la proliferacién y la supervivencia
celular, mientras que las vias de sefalizacion de p38 y JNK juegan un papel pro-
apoptotico. El equilibrio dinamico entre los efectos opuestos de ERK y JNK/p38 influye
en el destino de la célula [74], ya que la respuesta celular frente a compuestos
inductores de apoptosis se asocia a la inactivacion de las quinasas de supervivencia y a

la activacion de las quinasas apoptéticas [75].
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Via de las proteinas quinasas activadas por mitégenos

Citoquinas inflamatorias,
factores de crecimiento,
agentes quimicos y radiacion

Factores de crecimiento, mitdgenos

\ v

MAPKKK Raf MEEK/ASK
l |
MAPKK MEK MKK3/6 MKK4/7
MAPK ERK1/2 p38 JNK

| N/

Proliferacion,
diferenciacion y Inflamacion y muerte celular

supervivencia celular

Figura 5. Via de activacion de las MAPKs.

La primera cascada de MAPKs caracterizada fue la via de sefializacion de ERK. Hay dos
isoformas de ERK (ERK1 y ERK2) conocidas como p42 y p44 respectivamente. En la
activacion en cascada del complejo (Raf-MEK—-ERK), las quinasas MEK presentan una
especificidad dual con la capacidad de fosforilar tanto residuos de serina/treonina como
los residuos de tirosina. La proteina serina/treonina Raf es la responsable de la
fosforilacion y la activacion de MEK, que a su vez es activada por la enzima GTPasa.
Este conjunto de proteinas transmiten diversos estimulos al nudcleo celular,
contribuyendo cada una a la proliferacion de las células. Se atribuye a ERK1/2 una gran
importancia en la regulacion de la proteina AP-1, perteneciente a la familia de los

factores de transcripcion.

La proteina quinasa p38 existe en cuatro isoformas a, 8, yy 0. A pesar de que cada una

de estas isoformas es ligeramente diferente en cuanto a su estructura y su secuencia,
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sus lazos de activacion contienen la secuencia TGY. La proteina quinasa p38 se activa
selectivamente por dos isoformas de MEK (MEK3 y MEK®6); MEK3 activa solamente a
las isoformas p38a y p386 y MEKG tiene la capacidad de fosforilar todas las isoformas
de las p38. Los estimulos extracelulares de la via de p38 incluyen una variedad de
citoquinas (IL-1, IL-2, IL-7, IL-17, IL-18, TGF-B y TNF—a), ademas de la accion de
factores ambientales como el choque térmico, cambios osméticos, radiacion UV,
radicales de oxigeno y estados de hipoxia. La activacion de p38 puede producirse por
otras quinasas o por factores de transcripcion como ATF-2 y MEF2. Concretamente
ATF-2 puede formar heterodimeros con otros factores de transcripcion como Jun que
estan asociados con AP-1. La familia de las quinasas JNK/SAPK esta formada por tres
miembros (JNK1, JNK2 y JNK3), que a su vez se activan por dos MAPKs (MKK4/SEK1 y
MKK?7). Al igual que ERK1/2, JNK se considera esencial en la activaciéon de la familia de
proteinas AP-1. Las proteinas MAPKK que activan a JNK son MKK?7 (activada por las
citoquinas TNF y IL-1) y MKK4 (activadas por estrés ambiental). Se requiere una
actividad basal de MKK4 para la activacion completa de JNK por parte de TNF a través
de MKK7. Las proteinas MAPKKK que intervienen en la activacion de JNK, pertenecen a
un grupo de 12 proteinas intracelulares entre las que se encuentran las MEKK (1-4). La
duracion y amplitud de la activacion de JNK viene determinado por el equilibrio entre
estimulos externos y los mecanismos de inactivacion interna. En general cada mediador
de la fosforilacion de JNK/SAPK, se activa en respuesta a distintos estimulos, incluyendo
citoquinas inflamatorias (TNFalfa y IL-18), radiacién UV, especies reactivas de oxigeno,

calor, choque osmaético y por la ausencia de factores de crecimiento [76].

La existencia de inhibidores farmacoldgicos de las MAPKs ha permitido estudiar las
consecuencias fisiolégicas de la sefializacién de estas proteinas quinasas. La mayoria
de los inhibidores de proteinas quinasas son moléculas pequefias que interfieren en la
fosforilacion o se unen en la zona de unién del ATP, donde se encuentra el lazo de la
activacion de las MAPKSs, en el que tiene lugar la fosforilacion dual. Los inhibidores
PD98059 y U0126 bloquean la fosforilacion de MEK1, inhibiendo la activacion de
ERKZ1/2. El inhibidor especifico de JNK2, denominado SP600125, no interfiere en la via
de las quinasas ERK y p38 y se utiliza de manera generalizada en el estudio de las
quinasas JNK. En el caso de p38, se utiliza el inhibidor SB203580.
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Objetivos

Determinar la actividad citotoxica de un grupo de flavonoides sintéticos en varias

lineas de células leucémicas humanas.

Identificar los compuestos mas citotoxicos, establecer sus relaciones estructura—

actividad y estudiar el mecanismo de accién del méas potente.
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Material y Métodos

3.1 Agentes farmacolégicos

Los estudios correspondientes a la sintesis, purificacion y elucidacion estructural de los
compuestos sintéticos (Figura 6) se llevaron a cabo en el Instituto de Productos
Naturales y Agrobiologia, CSIC, La Laguna, Tenerife, bajo la direccién del Dr. Ignacio
Brouard.
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Figura 6. Sintesis de flavonoides. Se presentan parte de las acetofenonas y de los aldehidos
utilizados. El compuesto 72 se sintetizd a partir de quercetina por una reaccion de metilacion
parcial.



Material y Métodos

3.2 Reactivos

El agua destilada y bidestilada se obtuvo a partir de un equipo Mili—Q (Water Purfication
System, Millipore Ibérica, Madrid, Espafia). El docedil sulfato sodico (SDS) se obtuvo de
Bio—Rad. El cloruro de sodio, trizma base, sacarosa, acido clorhidrico, hidréxido de
sodio, Tween 20, trizma base, trizma—HCI, EDTA, EGTA y otros reactivos utilizados en la
elaboracién de tampones se obtuvieron de Sigma Chemical Co. o de BDH (Carlo Erba, E
Merck y Fluka). Las botellas de cultivo de 75 cm?, los tubos falcon de 15 mL y 50 mL, las
placas de cultivo celular de 60 mm y 100 mm, los tubos eppendorf de 0,5 mL y de 1,5
mL, las puntas de pipeta de 10 pL, 200 pL y 1.000 L, las pipetas de 5 mL y 10 mL, las
placas de cultivo de 24 y 96 pocillos y el resto del material estéril utilizado se adquirieron
de Becton-Dickinson. El medio de cultivo RPMI 1640, el suero bovino fetal (FBS), el
HEPES [N—(2—hidroxietil) piperazino N'—(2—etanosulfénico)], el bicarbonato sddico, la L—
glutamina, el azul de tripan, los antibidticos (estreptomicina, gentamicina y penicilina G),
se adquirieron de Sigma Chemical Co. (San Luis, EE. UU.).

La proteinasa K, el fenol, la RNasa A, el bromuro de 3—(4,5—-dimetiltiazol-2—-il)-2,5—
difeniltetrazolio (MTT), la bisbencimida (Hoechst n° 33258), el yoduro de propidio y el
paraformaldehido se obtuvieron de Sigma Chemical Co. La agarosa se aquirié de Bio—
Rad (Madrid, Espafia) y el bromuro de etidio de Sigma/Aldrich (Espafia). El cloroformo y
alcohol isoamilico se obtuvieron de BDH (Poole, Inglaterra). Los fluorocromos H,—DCF-
DA (diacetato 2°,7 —dicloro—dihidro—fluoresceina) y JC-1 (yoduro de 5,5', 6,6'—tetracloro—
1,1', 3,3'-tetraetil-bencimidazolo—carbocianina) se obtuvieron de Molecular Probes
(Invitrogen Corporation Carlsbad, CA). Los antioxidantes trolox, N-acetil-L—cisteina
(NAC) y tocoferol (vitamina E) fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. La pepstatina A
(inhibidor potente de proteasas acidas), la aprotinina (inhibidor de serin proteasas que
inhibe plasmina, tripsina y quimotripsina), leupeptina (inhibidor de cistein y serin
proteasas, plasmina, tripsina y papaina), ortovanadato sodico (inhibidor de fosfatasas
alcalinas), ditiotreitol (DTT: reductor estéreo—selectivo de puentes disulfuro en complejos
moleculares), PMSF (inhibidor de cistein y serin proteasas y acetilcolinesterasa) y el

detergente tritdn X—100 fueron obtenidos de Sigma Chemical Co.
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Los sustratos especificos utilizados para determinar la actividad de caspasa—3/—7
DEVD—-pNA (N-acetil-Asp—Glu-Val-Asp—p-nitroanilina), caspasa-6 VEID-CHO (N-
acetil-Val-Glu—lle—Asp—pNA), caspasa—8 IETD—pNA (N-acetil-lle-Glu-Thr—Asp—p—
nitroanilina) y caspasa—9 LEHD—pNA (N-acetil- Leu—Glu—His—Asp—p—nitroanilina) fueron
obtenidos de Sigma. La paranitroanilina (pNA) fue obtenida de Calbiochem. El inhibidor
general de caspasas z-VAD-fmk [benciloxi—carbonil-Val-Ala—Asp (OMe)—fluoro—
metilcetona] y los inhibidores especificos de caspasas z—DEVD-fmk [benciloxicarbonil—
Asp-Glu-Val-Asp (OMe)—fluoro—metilcetona], z—LEHD—fmk [benciloxicarbonil-Leu-Glu—
His—Asp (OMe)—fluoro—metilcetona], z—IETD—fmk [benciloxicarbonil-lle—Glu-Thr—Asp
(OMe)—fluoro—metilcetona] y z-LEVD-fmk [benziloxicarbonil-Leu—Glu(OMe)—-Val-Asp
(OMe)—fluoro—metilcetona] se obtuvieron de Sigma Chemical Co. El inhibidor especifico
de caspasa VEID-CHO (Ac-Ala—Ala—Val-Ala-Leu-Leu—Pro—Ala—Val-Leu-Leu—Ala—
Leu—-Leu—-Ala—Pro—Val-Glu-lle—Asp—CHO) es de Calbiochem (Darmstadt, Alemania).
Las membranas (PVDF) y el sustrato de revelado por quimioluminiscencia se obtuvieron
de Millipore (Billerica, MA, EE. UU.).

El B—mercaptoetanol, el azul de bromofenol y la albimina de suero bovino se adquirieron
de Sigma. Los marcadores de pesos moleculares, persulfato aménico, TEMED
(N,N,N,N,—tetrametil-etilendiamina), SDS (dodecil sulfato sédico) y la acrilamida (bis
N,N'—metilen-bis—acrilamida) se obtuvieron de Bio—Rad. Las placas para
autorradiografia se adquirieron de Kodak. Los anticuerpos de las caspasas—-3, -7, -8, —
9, fosfo—p38M*"¢ (Thr180/Tyr182), p38"*™, fosfo—JNK (Thr183/Tyr185), fosfo—ERK1/2
(Thr202/Tyr204) y ERK1/2 se obtuvieron de Cell Signaling Technology. De Medical and
Biological Laboratories Co fueron obtenidos los anticuerpos de las caspasas— 4 y —6. Los
anticuerpos de Smac/DIABLO, Bid y Bax se adquirieron de BD Biosciences. El
anticuerpo de Bcl-2 se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology. Los anticuerpos de (-
actina y a-tubulina fueron adquiridos de Sigma/Aldrich. De Amersham Biosciences se
adquirieron los anticuerpos secundarios. Los inhibidores especificos de MAPKs
(SP600125, PD98059, SB203580, U0126) se obtuvieron de Sigma Chemical Co.
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3.3 Determinacioén de la viabilidad celular

La viabilidad celular se determiné contando las células en un hematocitometro y
utilizando el método de exclusién del azul de tripan (0,025%), obteniéndose una

viabilidad superior al 95% al inicio de los experimentos [77].

3.4 Cultivos celulares

3.4.1 Cultivo de células de leucemia mieloide humana HL-60, U937 y K562 y de

células de leucemia linfoide humana Molt-3

Las células HL-60, U937, K562 y Molt—-3 se adquirieron de la Coleccion Alemana de
Microorganismos y Cultivos Celulares (Braunschweig, Alemania) y fueron cultivadas en
medio RPMI 1640 suplementado con antibiéticos (100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL
estreptomicina) y 10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor y en una
atmésfera himeda (37°C y 5% CO,) [78]. El medio de cultivo se cambid tres veces por
semana con una cadencia aproximada de 48 h y las células se dividieron

aproximadamente cada 24 h. La densidad celular no superé las 500.000 células/mL.

3.4.2 Cultivo de células U937/Bcl-2, que sobreexpresan el gen humano Bcl-2

La Dra. Jacqueline Bréard (INSERM U749, Faculté de Pharmacie Paris—Sud, Chatenay—
Malabry, Francia) proporcioné las células U937/Bcl-2. Esta linea celular se cultivé en
RPMI 1640 suplementado con antibidticos (100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL
estreptomicina) y 10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor y en una
atmésfera himeda (37°C y 5% CO;), manteniendo una densidad celular inferior a
500.000 células/mL. Las células se duplicaron cada 24 h y el medio de cultivo se cambi6
cada 48 h aproximadamente.

3.4.3 Cultivo de células K562/ADR

La linea celular K562/ADR resistente a la doxorubicina fue proporcionada por la Dra.
Lisa Oliver (INSERM, Nantes, Francia). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640

suplementado con antibiéticos (100 U/mL de penicilina y 100 pug/mL estreptomicina),
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10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor y 200 ng/mL de doxorubicina
en una atmosfera humeda (37°C y 5% CO,). Las células presentaron una tasa de

duplicacion de 24 h aproximadamente y el medio se cambi6 cada 48 h.

3.5 Tratamiento con los compuestos

Los compuestos a evaluar se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) a una
concentracion final de 25 mM y se almacenaron a 25°C en oscuridad. En el momento de
la realizacion de los experimentos se disolvieron en medio de cultivo a 37°C. El
porcentaje de DMSO no supero6 el 0,3%. De esta manera se evitaron concentraciones de
DMSO toxicas para las células. Las células control se trataron con el mismo porcentaje
de DMSO que el establecido para los tratamientos.

3.6 Evaluacién de la citotoxicidad

Los experimentos se realizaron con el ensayo de la reduccién metabdlica del bromuro de
3—(4,5—dimetiltiazol-2—il)-2,5—difeniltetrazolio (MTT) por la actividad deshidrogenasa
mitocondrial [79]. Se cultivaron las células en placas de 96 pocitos, en un volumen final
200 pL de medio de cultivo, a una densidad de 10.000 células/pocito, en presencia de
concentraciones crecientes de los flavonoides, durante 72 h. Una vez finalizado el
tiempo de tratamiento, las placas se centrifugaron a 500 g durante 10 min a 25°C.
Finalizada la centrifugacion se aspir6 el medio cuidadosamente y en oscuridad se
afadieron 100 uL de la disolucién de MTT (0,5 mg/mL) a cada pocillo, preparada en
medio RPMI con antibidticos a 37°C. Las placas se incubaron durante 4 h en una
atmésfera humidificada a 37°C y 5% CO,. La reaccion se paré afiadiendo 100 uL de
SDS (20%) con HCI 0,02 N e incubando la mezcla hasta la mafiana siguiente. Para la
cuantificacion de la conversiéon del MTT (amarillo) en su forma reducida (purpura) se
utilizé un lector de microplacas (modelo 680 Bio—Rad) a una longitud de onda de 570
nm. Se usaron como blancos los pocitos vacios a los que también se les afiadié 100 pL
de la disolucién de MTT. El andlisis de datos se realizé con el programa informatico
Prism 4.0 (GraphPad), determinandose la concentracién del producto requerida para
reducir la viabilidad celular al 50% de su valor maximo (ICsp).
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3.7 Evaluacion de la fragmentacion del ADN

Es un método cualitativo, basado en la deteccion de la fragmentacion internucleosémica
del ADN vy su visualizacién como una escalera discontinua de bandas multiméricas de
185-200 pares de bases, caracteristicas del proceso de muerte celular por apoptosis.
Las células (~1x10%mL) se recolectaron mediante centrifugacién a 12.000 g durante 1
min a 4°C y se lavaron dos veces con PBS a 4°C. Se resuspendieron con 30 pL de
tampoén de lisis [50 mM Tris—HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 0,5% SDS] y se incubaron
sucesivamente con 1 pg/uL de RNasa A durante 1 hora a 37 °C y con 1 pg/uL de
Proteinasa K durante 1 h a 50 °C. Seguidamente a cada muestra se afiadieron 2 pL de
azul bromofenol (0,25% en agua) y se extrajo el ADN con 100 pyL de la mezcla
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:24:1). Posteriormente las muestras se
centrifugaron a 12.000 g durante 1 min a 25°C. Se separ6 la fase acuosa de color azul,
se lavo con 100 pL de cloroformo y se afiadio 5 pL de tampén de carga [10 mM EDTA
(pH 8,0) con 1% (p/v) de agarosa de bajo punto de fusién y 40% de sacarosa] y se
incub6d a 70°C durante 5-10 min. Se prepar6é un gel de agarosa al 1,8% donde se
cargaron 30 pL de cada muestra, que se sometieron a electroforesis (5 V/cm) durante 3—
4 h. Una vez finalizada la electroforesis, se tifieron los geles con bromuro de etidio (1
pg/mL) durante 20 min [75]. Se visualizaron los fragmentos de ADN a una longitud de
onda de 260 nm en un transiluminador. Las imagenes se capturaron con una camara
digital (DC290, Kodak).

3.8 Evaluacion de la morfologia nuclear mediante tincién con el fluorocromo

trihidrocloruro de bisbencimida

Es un método cuantitativo, con el que se pueden observar cambios morfolégicos del
nucleo, como la condensacién y la compactacién en la zona periférica nuclear de la
cromatina y la segmentacién del ndcleo, gracias a la capacidad del fluorocromo
bisbencimida (Hoechst 33258) para unirse al ADN. Las células (~5x10°/mL) se lavaron
con PBS [10 mM fosfato sédico, 150 mM NaCl (pH 7,4)] y se fijaron con 70 pL de una
disolucion de de paraformaldehido preparada al 3% en PBS, durante 10 min a 25°C.
Seguidamente se centrifugaron las muestras a 12.000 g durante 1 min y se aspiro el

paraformaldehido. Las muestras se tifieron, en oscuridad, con 20 pL de una disolucién
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de bisbencimida (Hoechst 33258) en PBS (20 pug/mL), durante 15 minutos a 25°C. La
morfologia nuclear se analiz6é con un microscopio de fluorescencia (Zeiss—Axiovert). Las
células apoptoéticas presentaron condensacion de la cromatina, compactacién de la
misma a lo largo de la periferia del ndcleo y/o la fragmentacion nuclear [79].

3.9 Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Las células se centrifugaron a 500 g durante 10 min y posteriormente se resuspendieron
con glutaraldehido al 2,5% en tampén fosfato (0,1 M, pH 7,2) durante 24 horas para
conseguir la fijacion de las muestras. Se realizé una post—fijacion en OsO, al 1% disuelto
en tampon fosfato. Se utilizaron concentraciones crecientes de etanol para deshidratar
las células. El sedimento se incluyd en resina EMBed 812 polimerizado a 70°C. Los
cortes se realizaron con un ultramicrotomo Reichert Ultracut (Leica). Los cortes ultrafinos
se contrastaron con acetato de uranilo y plomo y los cortes semifinos se tifieron con azul
de toluidina. Las células se fotografiaron con un microscopio electronico de transmision
Zeiss EM 910 (Carl ZEISS, Germany) equipado con camara digital Proscan Slow—scan
CCDCamera (Fa. Proscan Elektronische Systeme GmbH, Alemania) y software Soft
Imaging System (Alemania) del Servicio de Microscopia Electronica de la Universidad de
Las Palmas de Gran Canaria.

3.10 Analisis del ciclo celular por citometria de flujo

Es un método cuantitativo basado en la fluorescencia emitida por diferentes
fluorocromos capaces de unirse al ADN, como el yoduro de propidio. Se puede detectar
el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular en funciéon de su contenido en
ADN. EIl primer pico esta formado por las células en fase G, en la fase S las células
sintetizan ADN y el segundo pico representa las células en fase G,/M (células con doble
contenido de ADN). Las células apoptoéticas son las que presentan ADN hipodiploide
(menor contenido en ADN que una célula normal) y se localizan en la fraccion SubG;, a
la izquierda del primer pico G;. Las células se lavaron con PBS a 4°C y se fijaron durante
una hora en etanol al 70%, a —20°C. Las muestras se lavaron dos veces con PBS a
25°C, se centrifugaron a 500 g durante 10 minutos y se incubaron en oscuridad con 200

ML de una disolucion de yoduro de propidio (50 ug/mL) y RNasa (100 ug/mL) en PBS
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[80]. Para medir el contenido en ADN se utilizé un citdmetro BD FACSVerse™ y una

longitud de onda de excitacién de 488 nm y un maximo de emision de 625 + 15 nm.
3.11 Determinacion de la actividad caspasa

Las células se colectaron por centrifugacion a 1.000 g durante 5 min a 4 °C.
Inmediatamente se lavaron con PBS a 4°C, en las mismas condiciones, y se
resuspendieron en tampén de lisis [50 mM HEPES (pH 7,4), 1 mM ditiotreitol, 0,1 mM
EDTA, 0,1% Chaps] durante 5 min en hielo. Transcurrido el tiempo de incubacion, las
muestras se centrifugaron a 16.000 g durante 10 min a 4°C y los sobrenadantes se
guardaron a —20°C. El método de Bradford se utiliz6 para determinar la cantidad de
proteinas en los sobrenadantes. La determinacion de la actividad caspasa, se realizé por
duplicado en una placa de 96 pocillos. Aproximadamente 20 ug de proteinas de las
fracciones citosolicas se incubaron con los siguientes sustratos colorimétricos
especificos de cada caspasa: caspasa—3/—7 [DEVD—pNA, (N-acetil-Asp—Glu-Val-Asp—
p-nitroanilina)], caspasa—6 [VEID—pNA, (N-acetil-Val-Glu-lle—Asp—pNA)], caspasa—8
[IETD—pNA, (N-acetil-lle—Glu-Thr—Asp—p—nitroanilina)] y caspasa—9 [LEHD—pNA, (N-
acetil- Leu—Glu—His—Asp—p-nitroanilina)] en tampdn de lisis [50 mM HEPES (pH 7,4), 1
mM ditiotreitol, 0,1 mM EDTA, 0,1% Chaps] durante 24 h a 37°C. La absorbancia se
determin6 en un lector de microplacas (modelo 680 Bio—Rad) a 405 nm y se usaron
como blancos los pocitos que so6lo contenian el sustrato especifico para cada caspasa

estudiada y el tampén de ensayo.
3.12 Inmunodeteccion de proteinas

Las células se recogieron y se centrifugaron a 500 g durante 10 minutos a 4°C, y se
lavaron dos veces con PBS a 4°C. Llegados a este punto, el procesamiento de las
muestras vario en funcién del tipo de lisado celular (lisado celular total o fraccionamiento
celular: nucleo, citosol y mitocondria). El precipitado celular obtenido se resuspendié en
100 pL de tampdn de lisis [Tris—HCI (pH 7,4), 2 mM EDTA, 10% glicerol, 137 mM cloruro
sodico, 20 mM glicerofosfato de sodio, 1% Triton X-100, 2 mM de pirofosfato de sodio,
10 mM fluoruro sédico, 2 mM ortovanadato sodico, 1 mM PMSF, aprotinina (5 pg/mL),
leupeptina (5 pg/mL), y pepstatina A (5 ug/mL)] y se incub6 durante 15 min a 4°C. Los
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lisados celulares se sonicaron cuatro veces, durante cinco segundos cada vez.
Seguidamente se centrifugaron a 11.000 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se
reservO para su andlisis mientras que el precipitado, formado por membranas y restos
celulares, se descarto.

El precipitado celular (10" células) se centrifugd y se resuspendié en 100 pL de tampén
isotonico [20 mM HEPES-KOH (pH 7,5), 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EGTA, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 250 mM sacarosa] con inhibidores de proteasas (0,1 mM PMSF, 10
pg/mL aprotinina, 10 pg/mL de leupeptina, y 10 pg/mL pepstatina A), y se incub6 durante
15 min a 4°C. Con una aguja de 21G se lisaron las células y seguidamente se centrifugd
el extracto obtenido a 1.000 g durante 5 min a 4°C. La fraccién nuclear contenida en el
precipitado resultante se resuspendio en 100 uL del tampén anterior y se sonic6 3 veces
durante 10 s a 4°C. Paralelamente se centrifugd el sobrenadante obtenido a 22.000 g
durante 20 min a 4°C. El precipitado resultado de esta Ultima centrifugacion (fraccién
mitocondrial) se resuspendio en 50 pL del tampdn anterior y el sobrenadante se usé
como fraccién citosolica. Todas las fracciones celulares se congelaron a —20°C hasta el

momento de su utilizacion.

El método Bradford se us6 para determinar la concentracion de proteinas, ajustandose
todas las muestras a la misma concentracién usando el tampén anterior. Los lisados
celulares se hirvieron en tampén de electroforesis [50 mM Tris—HCI (pH 6,8), 5 mM B-
mercaptoetanol, 2 mM EDTA, 15% sacarosa, 3% SDS, y 0,01% azul de bromofenol] a
100°C durante 5 min. Una vez se enfriaron las muestras se cargaron en un gel de
poliacrilamida (del 7,5% al 15%, en funcién del peso molecular de la proteina en
estudio), conteniendo 0,1% SDS y posteriormente transfiriéndose a membranas de
PVDF durante 20 h. Las membranas se bloquearon con 10% de leche desnatada
disuelta en tamp6n TBST [20 mM Tris—HCI (pH 7,5), 137 mM NacCl, 0,1% Tween—20]
durante 1-2 h a 25°C. Seguidamente se incubaron las membranas con el anticuerpo
especifico, disuelto en TBST con un porcentaje de leche desnatada (1-5%) dependiente
de los requisitos de cada anticuerpo a 4°C, en agitacion suave durante 24 h. Las
membranas se lavaron con TBST tres veces, durante 20 min cada vez, y se incubaron
con el anticuerpo secundario correspondiente durante 1 h a 25°C. Finalmente las

membranas se lavaron con TBST en las mismas condiciones anteriores. La deteccion de
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las proteinas especificas se realizé afiadiendo a las membranas una disolucién
guimioluminiscente, usando un kit comercial (Millipore) y se expusieron las membranas a
peliculas de autorradiografia (Kodak) durante el tiempo necesario para obtener una
imagen nitida de las proteinas en estudio. Las peliculas se revelaron con un equipo
revelador AGFA (Curix 60) en condiciones de oscuridad. Las imagenes se capturaron
con un escaner y se analizaron con el programa Adobe Photoshop 7.0. Dos anticuerpos
especificos (a—tubulina y B—actina) se utilizaron como control para verificar que se cargo

la misma cantidad de proteinas en el gel.

3.13 Determinacion de la generacion de especies reactivas de oxigeno intracelular
(ROS)

La generacion intracelular de especies reactivas de oxigeno se midié con un método
fluorimétrico. Media hora antes de la finalizacion del tratamiento se afiadi6 la sonda
diacetato 2,7 —dicloro—dihidro—fluoresceina (H,-DCFDA) (8 uM) a 37°C [80]. A
continuacion, las células se recogieron y se lavaron con PBS y se analizaron por
citometria de flujo con el equipo citémetro BD FACSVerse™, excitando la sonda con un
laser de argdn a un longitud de onda de 488 nm y recogiendo la emision fluorescente de
la diclorofluoresceina a una longitud de onda de 530 nm. Una mayor emision de
fluorescencia es indicativa de un aumento en la formacion de ROS intracelular. Los

resultados fueron analizados con el programa Flowing Software 2.
3.14 Métodos estadisticos

Cada grupo experimental se determin6 por triplicado y las representaciones de los
valores obtenidos corresponden a datos de dos o tres experimentos como minimo
(Media + S.E.M). El método de la t de Student o andlisis de la varianza se utilizé para
determinar la comparacion entre los distintos tratamientos y se consideraron

significativos los valores de P < 0,05.
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Resultados

4.1 El flavonoide sintético 3',4'—dibenciloxiflavonol (compuesto 40) reduce la

viabilidad de células de leucemia humana

Los flavonoides son un grupo de productos naturales polifendlicos, derivados del
metabolismo secundario de las plantas [81], que poseen un amplio espectro de
actividades biologicas, destacando aquellas relacionadas con el cancer [20,82]. En la
medicina tradicional los productos aislados de las plantas se utilizan de manera directa
en el tratamiento de enfermedades, mientras que en los paises desarrollados esta
relacién con los productos naturales es indirecta, debido a que el desarrollo de la
tecnologia permite disefiar y sintetizar nuevas entidades quimicas a partir de

compuestos naturales con una actividad definida [83].

En este trabajo se evalu6 la actividad citotoxica de 78 flavonoides sintéticos (Figura 7)
utilizando como modelo de estudio las lineas celulares de leucemia humana HL-60,
U937, Molt—3, U937/Bcl-2, K562 y K562/ADR. Las células de leucemia mieloide aguda
HL-60 y U937 fueron utilizadas porque constituyen un modelo til para estudiar la
inhibicion de la proliferacion por agentes quimicos, fisicos y fisioldgicos. La linea
U937/Bcl-2 expresa elevados niveles de la proteina anti—apoptética Bcl-2, asociada con
la resistencia a la quimioterapia. El gen Bcl-2 codifica una proteina de 26 kDa localizada
en la membrana mitocondrial, que prolonga la vida de la célula bloqueando la apoptosis,
especialmente en el caso de neoplasias hematoldgicas [84]. La linea de células de
leucemia linfoide Molt—3 es sensible a la accion citotdxica de compuestos antitumorales
y mantiene funcionales tanto la ruta intrinseca como la extrinseca [85]. En cambio, las
células de leucemia mieloide crénica K562 son particularmente resistentes a la induccion
de apoptosis desencadenada por varios agentes antitumorales como el 1-$-D citosina
arabinosido, etopésido, paclitaxel y camptotecina [86]. Estas células presentan una
translocacién que afectan a los cromosomas 9 y 22, cuyo resultado es la expresion de
niveles elevados de la proteina de fusion Bcr—Abl quinasa que esta implicada en una via
gue estimula la proliferacion. Hay un gran interés en el descubrimiento de compuestos
capaces de inhibir la multirresistencia a la quimioterapia que presentan las células
K562/ADR, a menudo correlacionada con la expresion de niveles elevados de la
glicoproteina P, una proteina de membrana que actlia como una bomba dependiente de

ATP, expulsando de las células una amplia gama de moléculas pequenias.

45



Resultados

Para evaluar la citotoxicidad de la serie de compuestos sintéticos se incubaron las
células durante 72 h con concentraciones crecientes de los flavonoides y la ICso de cada
compuesto (concentracion del producto requerida para reducir la viabilidad celular al
50% de su valor maximo) [80] se determind por el método colorimétrico MTT, descrito en
la seccién de Material y Métodos. Entre los compuestos ensayados se realizé una
comparacion entre flavonoles y derivados 3-metiléter, ya que trabajos previos han
puesto de manifiesto que estos Ultimos son mas potentes [87]. Las chalconas se
evaluaron porque se ha descrito que también poseen actividad citotoxica y son

productos intermedios en la sintesis de los flavonoides.

Los valores de ICg, presentados en la Tabla 1 permitieron destacar las siguientes
chalconas:  4-fluoro—2'-benciloxi—-6’-hidroxichalcona 9,  4—cloro—2'-benciloxi—6—
hidroxichalcona 10, 4-bromo—-2'-benciloxi—6-hidroxichalcona 11, 4—(2—piridil)-2'-
benciloxi—6'-hidroxichalcona 13, 4-trifluorometil-2'—benciloxi—6'-hidroxichalcona 15 y los
flavonoles, 4'—cloroflavonol 27, 4'-bromoflavonol 28, 4'-trifluorometilflavonol 32, 3',4'—
dibenciloxiflavonol 40 y 5-benciloxi—4'—-morfolinoflavonol 47. Estos compuestos tienen
como factor comdn un sustituyente en el carbono 4 del anillo B. Los compuestos 9, 10,
11, 13, 27, 32 y 40 mostraron una alta capacidad antiproliferativa (ICso< 10 uM) en todas
las lineas de leucemia. El compuesto 28 present6 un valor de ICso < 10 M en todas las
lineas leucémicas, excepto en K562/ADR. El valor de la ICsy del compuesto 47 fue
superior a 10 uM en las lineas celulares, Molt—-3, K562 y K562/ADR. En el caso de las
chalconas, las mas potentes fueron aquellas que contenian un radical 2'—benciloxi y un
sustituyente en posicién 4, pudiendo ser: (i) un halégeno F 9, Cl 10 y Br 11, (ii) un radical
a—piridilo 13, presentando valores de ICso= 5 UM en todas las lineas ensayadas. La
sustitucion de los radicales anteriores en posicion 4, por un radical trifluorometilo 15,
generd un compuesto con una actividad similar, menos en las lineas U937 y U937/Bcl-2.
La sustitucion del radical trifluorometilo en posicion 4 por un radical benciloxi, asi como la
introduccién de un radical benciloxi adicional en 3 generé dos compuestos inactivos 16 y
17.

En el caso de los flavonoles, los compuestos méas potentes se caracterizan por poseer: i)
un Unico sustituyente en el anillo B; ii) dos Unicos sustituyentes en el anillo B y iii) un

Unico sustituyente en la posicién 5 del anillo A y un Gnico sustituyente en el anillo B.
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En el primer grupo, dentro del grupo de flavonoles con un Unico sustituyente en el anillo
B, los més potentes contienen un halégeno o un radical trifluorometilo en posicion 4’ del
anillo B. La naturaleza del halégeno es importante en la citotoxicidad de los flavonoles y
esta dependencia es clara en la linea HL-60 en la que la potencia sigue el orden Br > Cl
> F. Esto pone de manifiesto que tanto el tamafio del halégeno (Br > Cl > F) como la
electronegatividad (Br < Cl < F) son determinantes en la citotoxicidad. El flavonol que
contiene Br 28 fue aproximadamente tres veces mas citotoxico que el que presenta Cl 27
(2,7 vs. 7,2) y aproximadamente ocho veces mas potente que el flavonol con F 26 (2,7
vs. 20,8). En la linea U937 no se observé esa dependencia de la naturaleza del
halégeno. En cambio en la linea Molt-3 los flavonoles conteniendo 4'—Cl 27 (2,6 vs.
10,6) y 4'—-F 26 (2,7 vs. 10,6) fueron aproximadamente 4 veces mas potentes que el 4'—
Br 28. Dentro del primer grupo de compuestos mas potentes, el flavonol con un grupo
4'—trifluorometilo en el anillo B 32 fue el que presenté una ICsy, mas uniforme (=4 uM) en
las lineas HL—60, U937, Molt-3, U937/Bcl-2 y K562.

En el segundo grupo, de los flavonoles con dos Unicos sustituyentes en el anillo B el
compuesto mas potente resultd ser el 3',4'-dibenciloxiflavonol 40. La presencia de
ambos sustituyentes y las posiciones 3’ y 4’ son determinantes en la actividad, ya que la
sustitucion de cualquiera de los radicales benciloxi por un radical 3'-metoxi 38 ¢ 4'-
metoxi 39 conlleva a una pérdida notable de potencia. De la misma manera, la
introduccién de un radical benciloxi adicional en la posicion 5 49 también implica una
disminucion importante de la citotoxicidad. Del total de compuestos ensayados el
compuesto 40 fue el mas potente con valores de ICso~ 1 UM en las lineas HL-60, U937,
Molt-3 y U937/Bcl-2 y valores de ICs~ 5 UM en las lineas K562 y K562/ADR (Tabla 1y
Figura 8). Estudios comparativos con el flavonoide natural quercetina (3,5,7,3",4-
pentametoxiflavona) pusieron de manifiesto que el flavonol 40 es unas 80 veces mas
potente en la linea HL—60 [88]. El tratamiento con este compuesto indujo una inhibicion

de la proliferacion celular dosis dependiente.

En el tercer grupo, dentro del grupo de flavonoles con un Unico sustituyente en la
posicion 5 del anillo A (un radical benciloxi) y un Unico sustituyente en el anillo B
(compuestos 43, 44, 45, 46 y 47), el compuesto conteniendo un radical morfolino en la

posicion 4’ del anillo B 47 fue el mas potente, al menos en HL-60, U937 y U937/Bcl-2.
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La introduccioén de los radicales 4'—fluor 43, 4'—bromo 44, 4'—metoxi 45 6 4'—a—piridilo 46

generaron compuestos inactivos en todas las lineas ensayadas.
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Figura 7. Estructuras quimicas de los compuestos analizados.
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Figura 7. Estructuras quimicas de los compuestos analizados (continuacion).
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Figura 7. Estructuras quimicas de los compuestos analizados (continuacion).
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Figura 7. Estructuras quimicas de los compuestos analizados (continuacion).
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Figura 7. Estructuras quimicas de los compuestos analizados (continuacion).
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Tabla 1. Efecto de los flavonoides sobre la viabilidad de las células de leucemia humana.

ICs0 (UM)

Compuesto HL-60 U937 U937/Bcl-2 K562 K562/ADR Molt=3
1 28,5+0,7 45+18 9,0+4,6 28,014 255+0,9 16,3+ 2,0
2 25,8+0,3 26,8+2,8 23,5+6,0 29,8+1,7 30,6 +3,7 23,8+0,9
3 149 +6,8 46+1,5 150+2,4 255+4,9 28,0+ 3,0 15,4+0,1
4 16,8+ 1,6 10,3+4,0 22,2+4,7 19,5+0,7 231+22 10,7+2,2
5 21,4+4,0 23,7+0,8 28,8+6,4 43,0+ 4,2 28,4+1,5 20,3+0,6
6 13,4+2,8 23577 19,4 £ 3,7 25,0+0,0 20,0+1,4 16,1+ 0,6
7 >100 41,2 + 24,6 63,8+7,4 76,0 + 28,3 79,0+ 255 22,3+3,8
8 16,0+ 1,6 17,1+£10,5 17,1+£10,8 28,0+0,0 28,3+9,0 92+93
9 61+1,1 69+1,2 49+17 48+0,1 9,1+3.2 45+15

10 56+0,7 4,7+3,0 4,7+3,3 48+0,4 78+33 51+0.2
11 49+05 44+11 50+0,2 72+0,8 89+1,8 43+0/4
12 >100 ND ND 18,3+ 7,5 38,677 >100
13 34+08 3,4+05 22+1.22 4,1+0,8 48+23 6,7+0,8
14 >100 >100 >100 >100 >50 >100
15 6,8+0,1 30,1+2,4 30,0+4,3 54+0,1 10,8 £4,7 59+3.2
16 >100 >100 >100 >100 >100 >100
17 >100 >100 >100 >100 >100 >100
18 8,7+05 14,2 +£5,2 54,9+5,4 18,6 £4,9 76+11 129+1,5
19 715+4,9 ND 33,3+0,0 >100 79,0+2,8 43,2+0,3
20 ND ND 22,5+0,0 ND ND 6,3+38
21 >100 >100 ND >100 >100 >100
22 >100 ND ND >100 >100 >100
23 52,9+1,6 ND >30 >50 >50 815+134
24 159+2,1 ND 11,2+0,0 41,1+0,7 33,2+1,3 95+88
25 18,7+1,3 ND 145+1,2 19,3+0.8 16,7+ 0,5 36%36
26 20,8+1,8 125+2,6 11,2+1,8 41,4+ 26,9 26,0+5,7 2,7+0,2
27 72+04 6,2+1,6 6,2+2,0 6,0+0,3 52+04 26+03
28 2,7+0,3 74+18 ND 9,8+6,7 25,4 +19.8 10,6 £ 0,2
29 >100 >100 ND ND ND >100
30 >100 >100 ND >50 >50 >100
31 >100 >100 >100 >100 >50 >100
32 4,4+0,9 52+1,7 6,2+0,6 4,6+0,6 ND 38+0,1
33 35,1+5,5 33,2+2,0 ND >100 >100 39,3+2,9
34 >100 >100 ND >100 >100 >100
35 >30 >100 ND >50 34,2+15 >100
36 >100 >100 ND >100 >100 >100
37 >100 >100 >100 >100 >100 >100
38 >100 >100 ND >100 >100 >100
39 >100 >100 ND >100 >100 ND
40 0,8+0,0 18+14 0,4+0,6 43+0,8 52+03 23+0.2
41 29,6 +6,9 >100 ND >100 >100 >100
42 62,3+9,7 32,4+4,0 ND 66,6 + 19,2 60,9 + 18,2 33,7+5,2
43 215+2,7 45,2 +0,5 452 +0,1 >50 359+154 32,6+8,1
44 >100 >100 >100 >100 >100 >100
45 19,1+1,6 15,2+2,3 152+2,7 20,0+ 14,4 19,2+1,2 16,1+ 3,3

Las células se cultivaron en presencia de concentraciones crecientes de los compuestos indicados
durante 72 h. El valor de la ICsp se determind por el método colorimétrico MTT. ND indica que los
compuestos no se ensayaron en las lineas celulares correspondientes. Los resultados representan
las medias + S.E.M. de tres experimentos independientes.
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Tabla 1. Efecto de los flavonoides sobre la viabilidad de las células de leucemia humana

(continuacién).

ICs0 (M)

Compuestos HL-60 U937 U937/Bcl-2 K562 K562/ADR Molt-3
46 >100 >100 >100 >100 >100 >100
47 78272 3,1+0.1 42+15 <50 14,7 + 8,5 11,4+10,4
48 6,6 +0,7 55+6,6 55+6,1 >100 >50 >30
49 >100 >100 >100 ND ND >100
50 >100 >100 ND >100 >100 ND
41 >100 >100 ND >100 >50 448 + 4,6
52 >100 >100 ND >100 >100 ND
53 >30 >100 ND ND >100 33,1+151
54 >100 >100 ND >100 >100 ND
55 53,0£8,5 >100 ND >100 11,6 £0,9 >100
56 >100 442 +1,6 ND >100 >100 >100
57 >100 >100 ND >100 >100 >100
58 29,6 £0,6 39,1+£2,7 ND >100 >100 58,8+3,5
59 259+2,7 20,3+3,0 ND >100 >100 26,4+0,4
60 >100 >100 ND >100 >100 >100
61 55,1+5,6 86,8+7,4 ND >50 19,3+1,2 423+1,1
62 31,7+£1,9 21,9+4,5 ND 69,0+ 15,8 >100 553+7,5
63 >100 >100 ND >100 >100 >100
64 ND ND ND >50 >100 ND
65 >100 >100 ND >100 >100 >100
66 >50 85+17 ND ND ND 22,7+25
67 >100 >100 ND >100 >100 >100
68 36,0+£8,5 21,9+0,2 ND >100 >30 >100
69 >100 >100 ND >100 >100 >100
70 28,3+5,4 66,9 £22,1 ND >100 >100 >100
71 >100 >100 ND ND ND >100
72 36,0+8,5 21,9+0,2 ND >100 >100 >100
73 >100 >100 ND >100 >30 ND
74 >100 >100 ND >100 >100 ND
75 >100 >100 ND >100 >100 >100
76 ND >100 ND >100 >100 ND
77 259+2,7 20,3+3,0 ND >100 >100 26,4+0,4
78 >50 >30 ND >100 >100 ND

Las células se cultivaron en presencia de concentraciones crecientes de los compuestos indicados
durante 72 h. El valor de la ICsp se determind por el método colorimétrico MTT. ND indica que los
compuestos no se ensayaron en las lineas celulares correspondientes. Los resultados representan
las medias + S.E.M. de tres experimentos independientes.
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Figura 8. Efecto sobre la viabilidad celular. Las células se cultivaron durante 72 h en presencia de
las concentraciones indicadas del compuesto 40 y la determinacién de la ICsp se realizd por el
método de MTT. Los valores representan la media + S.E. de tres experimentos independientes,
realizados cada uno por triplicado.
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4.2 Evaluacion de la morfologia celular en células de leucemia humana tratadas

con el compuesto 40

El tratamiento de las células leucémicas con concentraciones crecientes del compuesto
40 indujo importantes cambios morfologicos visualizados por microscopia de contraste
de fases, observandose una disminucién del nimero de células vivas y un aumento del
ndamero de células muertas en las muestras tratadas con este flavonoide (Figura 9).
Estos resultados coinciden con los datos obtenidos en el estudio de MTT, en el que las
células de leucemia humana reducen su tasa proliferativa en una relacion dosis
dependiente con el compuesto 40.

Compuesto 40 (uM)

Figura 9. Estudio de la morfologia celular por microscopia de contraste de fases utilizando un
microscopio Zeiss. Las células se incubaron durante 24 h en presencia de las concentraciones
indicadas del compuesto 40.
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4.3 El compuesto 40 induce apoptosis en las células de leucemia humana

La apoptosis es un proceso activo de muerte celular que juega un papel esencial en el
desarrollo y la supervivencia, en el que tienen lugar cambios morfol6gicos caracteristicos
como condensacion nuclear, fragmentacion del ADN y cambios ultraestructurales,
ademéas de la detencién del ciclo celular. En el caso de células tumorales, este
mecanismo no tiene lugar por si mismo, siendo de sumo interés evaluar la capacidad de
induccién de muerte por apoptosis que tiene el compuesto 40. Para ello se utilizaron las
células de leucemia mieloide humana (HL—60 y U937) y de leucemia linfoide humana
(Molt-3) susceptibles de activar la muerte celular por apoptosis al tratarse con agentes
quimioterapéuticos.

Para determinar si el compuesto 40 induce fragmentacion del ADN, las células se
trataron con concentraciones crecientes del flavonoide durante 24 h y el ADN gendmico
se extrajo, se separd en un gel de agarosa y se visualizé bajo la luz UV después de la
tincion con bromuro de etidio. Los resultados indican que el flavonoide estimula la
fragmentacion del ADN tipica de la apoptosis, en HL-60 y U937 (Figura 10 A). Para
determinar si el compuesto 40 induce cambios en la morfologia nuclear, las células se
tifieron con el fluorocromo trihidrocloruro de bisbencimida (Hoechst 33258) y se
observaron por microscopia de fluorescencia. Como puede observarse (Figura 10 B) la
condensacion y la fragmentacion de la cromatina, caracteristicas de las células

apoptoticas, fueron evidentes en las células HL-60, U937 y Molt-3.
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Figura 10. (A) Evaluacion de la fragmentacion del ADN. Las células se cultivaron en presencia de
las concentraciones indicadas del compuesto 40 y el ADN se aislé y su integridad se analiz6 en un
gel de agarosa. (B) Efecto del compuesto 40 sobre la morfologia nuclear en células leucémicas
humanas. Las células se incubaron durante 24 h en presencia de las concentraciones indicadas
del flavonoide, se tifieron con Hoechst 33258 y los nulcleos se visualizaron con un microscopio
fluorescencia.

La microscopia electronica nos permite observar en detalle, los cambios
ultraestructurales de las células tratadas con concentraciones crecientes del compuesto
40, identificandose claramente algunas caracteristicas estructurales tipicas de las células
apoptoticas [89—91]. Después de 24 h de tratamiento (Figura 11) se observé contraccion
nuclear. En las células HL-60 y U937 se produjo condensacion citoplasmatica,
conservandose la integridad de la mayoria de los organulos. Las células Molt—3 también
presentaron condensacion del citoplasma y mantuvieron la mayoria de los organulos
intactos, excepto con la concentracion maxima del compuesto 40 (30 uM). Ademas se
puede observar una densa concentracion perinuclear y la aparicion de abundantes

vacuolas, generadas por la pérdida de estructuras citoplasmaticas.
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Compuesto 40 (uM)

Figura 11. Estudio ultraestructural por microscopia electronica. Las células se incubaron durante
24 h con las concentraciones indicadas del compuesto 40 y se visualizaron utilizando un
microscopio electrénico de transmision. La barra mostrada es equivalente a 2 um.
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Para cuantificar el efecto de la apoptosis las células se incubaron con concentraciones
crecientes del compuesto 40 (3 uM, 10 yM y 30 uM) durante tiempos variables (6 h, 12 h
y 24 h) y se determind el porcentaje de las células en la fase SubG; por citometria de
flujo. En el caso de las HL-60, el porcentaje de células hipodiploides aument6 12 y 13
veces después de 6 h'y 12 h de tratamiento con 30 yM del flavonoide, respectivamente.
Después de 24 h de tratamiento, con la misma concentracién del compuesto 40, el
porcentaje de células hipodiploides aument6 18 veces (Figura 12 A). En las células U937
el porcentaje de células apoptéticas aumento 16 veces, 24 veces y 33 veces al tratar las
células con 30 yM del compuesto 40, durante 6 h, 12 h y 24 h, respectivamente (Figura
12 A). El porcentaje de células hipodiploides aument6 6 veces en las células Molt—3
tratadas durante 6 h y 12 h con 30 yM del compuesto 40 y 13 veces, al tratarse con la
misma concentracion del flavonoide durante 24 h (Figura 12 A). Los valores maximos del
porcentaje de células apoptoticas se alcanzaron con la maxima concentracion del
compuesto 40 utilizada (30 uM). La Figura 12 B muestra los histogramas representativos

obtenidos con la concentracion del compuesto 40 més efectiva (30 uM).

Para determinar si el efecto pro—apoptético del compuesto 40 estd asociado con
alteraciones en el ciclo celular, las células se incubaron con concentraciones crecientes
del flavonoide (3 M, 10 uM y 30 pM) durante tiempos variables (6 h, 12 hy 24 h) y el
porcentaje de las células en las diferentes fases del ciclo celular se determind por
citometria de flujo. En las células HL-60 el flavonoide indujo un aumento del porcentaje
de células en la fase S desde 26,3 + 0,4% en células control hasta 37,3 + 0,3% en
células tratadas con 3 yM del compuesto 40 durante 24 h (Tabla 2). En el caso de las
células U937 el flavonoide indujo un aumento de la poblacion en la fase S desde 27,6 +
1,0% en células control hasta 37,5 + 1,9% en células tratadas con 3 uM del compuesto
40 durante 24 h (Tabla 2). El porcentaje de células Molt—3 aumento en la fase S desde
27,3 £ 0,7% en células control hasta 36,3 + 0,1% en células tratadas con 3 uM del
compuesto 40 durante 24 h (Tabla 2).
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Figura 12. (A) Determinacién del porcentaje de células hipodiploides en células de leucemia
humana. Las células se trataron con concentraciones crecientes del compuesto 40 a los tiempos
indicados, tefiidas con yoduro de propidio y analizadas por citometria de flujo. Los valores
representan la media * S.E. de tres experimentos independientes. (B) Histogramas
representativos del andlisis del ciclo celular de células de leucemia humana tratadas con el
compuesto 40 (30 uM) durante 24 h. La region marcada con una linea discontinua representa el
porcentaje de células hipodiploides.
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Tabla 2. Efecto del compuesto 40 sobre las fases del ciclo celular en HL—60, U937 y Molt-3.

Tiempo (h) Compuesto 40 (uM) %SubG; %G, %S %G,/M
HL-60
0 3,8+0,2 495+21 252+0,1 21,4+1,8
6 3 4,2+0,4 57,0+£0,2 21,3+0,0 17,4+£0,2
10 23,2+2,8 55,2+0,7 13,3+ 1,8 8,3+0,3
30 46,4+ 4,4 41,7+ 4,4 45+1,0 74+1,0
0 3,6+0,2 48,7+ 1,3 28,3+1,0 19,5+ 0,5
12 3 3,8+0,6 56,6 £ 0,6 27,7+ 0,6 12,0+ 0,7
10 33,6 6,7 52,0+ 4,2 10,1+ 2,3 4,3+0,3
30 47,2+0,9 47,5%+0,3 2,7+0,5 25+0,1
0 45+0,9 54,0 £0,2 26,3+0,4 15,2+ 0,4
24 3 8,0+£0,8 44,2 +0,8 37,3+0,3 10,4+0,3
10 50,4 £ 4,2 40,0+ 3,3 59+04 3,7+0,4
30 79,1+ 1,6 16,7 £ 1,2 3,4+0,3 0,8+0,1
U937
0 2,3+0,2 46,9+1,3 27,3+2,7 23,0+£0,7
6 3 3612 58,5+ 1,7 24,6 £2,2 12,7+ 0,6
10 22,3144 54,9 + 4,6 15,6 £ 0,0 6,7+0,2
30 358+1,9 46,2+ 1,4 10,8+ 0,7 7,0£0,2
0 2,2+0,2 48,7 £ 0,2 28,0+1,0 20,9+0,9
12 3 3,3+0,2 52,8+ 0,6 32,9+0,6 10,7+£0,2
10 457+0,1 40,8+ 0,9 6,3+0,1 3,4+0,1
30 51,7+0,9 40,2+0,9 3,0£0,2 1,9+0,0
0 2,7+0,1 50,7+ 1,4 27,6 +£1,0 18,9+0,3
24 3 6,4+1,8 40,6 £ 0,8 37,5+1,9 15,5+ 0,9
10 71,7+ 4,6 21,5+29 42+1,1 2,6+£0,6
30 82,9+1,3 13,8+ 0,9 2,7+0,4 0,6+0,1
Molt—3
0 2,9+0,3 50,6 £0,1 29,6 £0,2 17,0+ 0,6
6 3 3,6+0,7 63,6 £0,5 24,3+1,3 8,4+0,1
10 159+0,3 62,2+ 0,6 156+0,1 6,3+0,5
30 17,2+ 0,6 59,3+ 1,2 16,7 £ 0,5 6,8+1,2
0 3,0£04 53,4+1,4 26,7+0,0 16,8+ 0,8
12 3 53+0,3 62,6 £2,3 245+ 1,6 7,7+1,0
10 17,9+0,9 66,0 £ 1,8 13,0+£1,0 3,1+0,1
30 18,5+ 1,3 64,4+0,1 13,5+ 1,3 3,6+0,2
0 26+0,2 50,7 £ 0,2 27,3+0,7 19,3+0,1
24 3 13,7+£0,5 42,0+ 0,5 36,3+0,1 8,0+£0,1
10 29,6 £ 0,8 52,2+ 0,4 16,3+ 0,3 1,8+0,0
30 33,4+23 48,2+ 2,7 16,8 £ 0,2 1,6+0,3

Las células se incubaron con concentraciones crecientes del compuesto 40 durante los tiempos
indicados. El porcentaje de células en cada fase del ciclo se determiné mediante citometria de
flujo, después de la tincidon con yoduro de propidio. Los valores representan la media + S.E. de tres
experimentos independientes.
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4.4 El compuesto 40 induce la activacion de la via de las caspasas

La muerte celular por apoptosis puede estar mediada por distintas vias, siendo una de
ellas la activacion de las caspasas. Para estudiar si esta via interviene en la apoptosis
inducida por el compuesto 40, las células HL-60, U937 y Molt-3 se trataron con
concentraciones crecientes (3 uM, 10 uM y 30 uM) durante 24 h y el procesamiento de
las caspasas se determind por transferencia Western usando anticuerpos especificos
gue se unen al proenzima y a los fragmentos activos (Figura 13). En primer lugar se
analizaron las caspasas iniciadoras—-8 y —9 y los resultados indican un aumento del
procesamiento dependiente de la dosis en las tres lineas celulares. Posteriormente se
determino el efecto que tiene este compuesto en la principal caspasa efectora, caspasa—
3, observandose la hidrdlisis de ésta en fragmentos de 18-20 kDa en las lineas celulares
HL—60 y U937 y una disminucién del proenzima (procaspasa—3) en las células Molt-3.
Este flavonoide también indujo el procesamiento de la procaspasa—6 en HL—60 y Molt-3,
detectandose el fragmento de 20 kDa, mientras que en las células U937 se observé una
disminucion del nivel del proenzima (procaspasa—6). Ademas las procaspasas—4 y —7 se

hidrolizaron en las tres lineas celulares, observandose los fragmentos correspondientes.

El procesamiento proteolitico de las caspasas no siempre esta relacionado con la
activacion enzimatica [85]. Para valorar esta relacion las células Molt—=3 y U937 se
trataron con el compuesto 40 durante diferentes tiempos (6, 12 y 24 h) y los lisados se
utilizaron para medir la actividad de las caspasas-3, —6, —8, —9, en presencia de
sustratos colorimétricos especificos de caspasa—3/-7 (DEVD—pNA), caspasa—6 (VEID-
pNA), caspasa—8 (IETD-pNA) y caspasa—9 (LEHD—-pNA). En Molt-3 (Figura 14) la
actividad de la caspasa—3 se duplicé a las 6 h, mientras que no se observé una
activacion significativa de las caspasas—6, -8 y —9 a este tiempo. A las 12 h de
tratamiento se detectaron los niveles maximos de activacion enzimatica, momento en el
gue la actividad de la caspasa—3 es aproximadamente 5 veces superior a la de su
control, la actividad de las caspasa—6 y —8 practicamente se duplica y la de la caspasa—9
se triplica. En las células U937 (Figura 15) destacan los valores de la actividad de
caspasa—3 en respuesta al tratamiento con el compuesto 40 (30 uM), que aumenta 2
veces, 17 veces y 6 veces con respecto al control a las 6 h, 12 h y 24 h,

respectivamente. La actividad de caspasa—6 no presenté ninglin aumento significativo
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respecto a su control a los distintos tiempos. La actividad de caspasa—8 aumenté
aproximadamente el doble de la actividad de sus controles, a las 6 h, 12 h'y 24 h de
tratamiento con 30 uyM del compuesto 40. La actividad de la caspasa—9 se duplicé a las
6 h de tratamiento para las células tratadas con 10 uM y 30 uM del compuesto 40 y para
las células incubadas durante 12 h con 10 uyM del compuesto 40. A las 12 h de
tratamiento con 30 yM del compuesto 40, el valor de la actividad caspasa—9 aumenté
casi 4 veces, respecto al control y disminuy6 al nivel de los controles a las 24 h de

tratamiento.

(kDa) HL-60 uoa37 Molt-3
46 Pro—caspasa—9
35-37
55 Pro—caspasa—8
42-44

32

35-32
Pro—caspasa—7

19
Pro—caspasa—6

20

44

Pro—caspasa—4
30

36 Pro—caspasa—3

18-20

50 Tubulina

0 3 10 30 0 3 10 30 0 3 10 30

Compuesto 40 (uM)

Figura 13. Estudio del procesamiento de las caspasas en respuesta al flavonol 40. Las células se
trataron con concentraciones crecientes de este compuesto durante 24 h 'y los extractos celulares
se analizaron por transferencia Western. La tubulina se us6 como control de carga.
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Figura 14. Estudio de la dependencia del tiempo de la activacion de las caspasas en células
Molt-3. Las células se trataron con el compuesto 40 (10 yM) a los tiempos indicados. Los
lisados se utilizaron para medir la actividad caspasa—3, —6, —8, —9, utilizando los sustratos
colorimétricos especificos DEVD-pNA (caspasa—3/7), VEID—pNA (caspasa—6), IETD—pNA
(caspasa—8) y LEHD—pNA (caspasa—9). Los resultados representan el aumento de la actividad
respecto al control. Los valores representan la media + S.E de tres experimentos
independientes.
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Figura 15. Evaluacién de la activacion de las caspasas con respecto al tiempo en las células
U937. Las células se trataron con 10 yM y 30 uM del compuesto 40 durante los tiempos
indicados. Los lisados se usaron para determinar la actividad de las caspasas—3, -6, -8 y —9. Los
resultados muestran el aumento de actividad respecto al control. Los valores representan la media
+ S.E de tres experimentos independientes.
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Para confirmar que la muerte celular inducida por el compuesto 40 es dependiente de las
caspasas, se evaluo el efecto de inhibidores de estas proteasas. Para ello las células
U937 se pretrataron durante 1 h con el inhibidor general de las caspasas z—VAD—fmk
(100 pM) y posteriormente se incubaron con 30 uM del compuesto 40 durante diferentes
tiempos (12 y 24 h). El porcentaje de células hipodiploides se determind por citometria
de flujo después de la tincién con yoduro de propidio. Los resultados obtenidos indican
qgue la muerte celular inducida por este flavonoide es dependiente de la via de las
caspasas, ya que se observé una reduccién significativa en el niumero de células
hipodiploides en presencia del inhibidor general de caspasa a las 12 hy a las 24 h
(Figura 16).
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Figura 16. Efecto del inhibidor general de las caspasas z—VAD—fmk sobre el porcentaje de células
hipodiploides. Las células U937 se pretrataron durante 1 h con el inhibidor z-VAD—fmk (100 uM) y
a continuacién se incubaron con el compuesto 40 (30 yM) durante los tiempos indicados. Los
valores representan la media + S.E. de tres experimentos independientes.
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Para identificar qué caspasas estan involucradas en la apoptosis inducida por el
compuesto 40, se estudio el efecto de los inhibidores especificos de caspasas z—IETD-
fmk (inhibidor de caspasa—8) (50 uM) y z—LEHD-fmk (inhibidor de caspasa—-9) (50 uM),
responsables de la activacion de la via extrinseca e intrinseca, respectivamente, y de las
caspasas ejecutoras z—-DEVD—fmk (inhibidor de caspasa—3/-7) (50 uM) y VEID-CHO
(inhibidor de caspasa—6) (25 uM), en las lineas HL-60, U937 y Molt-3. Las células se
pretataron con cada inhibidor durante 1 h y a continuacion se cultivaron en presencia de
30 pM del compuesto 40 durante 12 h.

Los resultados (Figura 17) ponen de manifiesto que en U937 el porcentaje de células
hipodiploides disminuy6 significativamente, desde 34,6% a 8,3% en presencia de z—
DEVD-fmk y desde 34,6% a 26,6% en presencia de z—IETD-fmk, indicando que la
caspasa—3 y la caspasa—8 (via extrinseca) desempefian un papel importante en el
proceso apoptético inducido por el compuesto 40; estos resultados estan en
concordancia con la hidrolisis de la procaspasa—8 (Figura 13). Las células U937
pretratadas con VEID-CHO y con z—LEHD—fmk no bloquearon la apoptosis inducida por
el compuesto 40 (Figura 17). En las células Molt-3 pretratadas con z-DEVD—fmk el
porcentaje de células hipodiploides disminuyé de 26,1% a 3,8% (Figura 17), en
presencia del inhibidor especifico z—IETD—fmk la disminucion fue de 26,1% a 9,6%,
mientras que con el inhibidor z—-LEHD—fmk se produjo una disminucién del porcentaje de
células hipodiploides desde el 26,1% al 4,2%, inhibiéndose el proceso apoptético casi
completamente. Estos resultados son coherentes con la hidrdlisis de las procaspasas—8
y -9 observada en la Figura 13 y con la activacion de las rutas intrinseca y extrinseca. El
inhibidor de la caspasa—6 (VEID-CHO) no fue capaz de bloquear la apoptosis en
ninguna de las lineas leucémicas, a pesar de que la procaspasa—6 se hidroliz6 en todas
las lineas celulares en estudio (Figura 13) indicando que esta caspasa no participa en el
proceso apoptético inducido por el compuesto 40. Los resultados indican que este
flavonoide indujo procesamiento de multiples caspasas en las tres lineas ensayadas y al
menos en las lineas U937 y Molt-3 los inhibidores especificos de caspasas—-8 y —9
bloguearon significativamente la apoptosis inducida por el compuesto 40. En cambio en
la linea HL-60 ningun inhibidor especifico fue capaz de bloquear la muerte celular,

sugiriendo que otras vias de sefializacion pueden estar implicadas.
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Figura 17. Efecto de los inhibidores especificos de caspasas sobre la muerte celular por apoptosis
inducida por el compuesto 40. Las células HL-60, U937 y Molt-3 se trataron con 30 uM del
compuesto 40 durante 12 h, después de un pretratamiento de 1 h con z-DEVD—fmk (50 pM),
VEID-CHO (25 pM), z—IETD—mk (50 pM) y z—LEHD—fmk (50 pM). Las muestras se analizaron
por citometria de flujo. Los valores representan la media + S.E. de tres experimentos
independientes.

4.5 Papel de la mitocondria en la apoptosis inducida por el compuesto 40

Las mitocondrias desempefian un papel importante en coordinar la activaciéon de
caspasas a través de la liberacion de factores pro—apoptoéticos. La presencia de
proteinas mitocondriales en el citosol, tiene una gran importancia en el proceso de
muerte celular por apoptosis. Por este motivo se trataron las células HL—60 y U937 con
concentraciones crecientes del compuesto 40, durante 24 h y posteriormente se
analizaron las fracciones citosolicas por transferencia Western. Los resultados
demuestran un aumento de los niveles de citocromo ¢ en este compartimento en HL—60
y U937, dependiente de la concentracion del compuesto 40 (Figura 18 A). Ademas, se
observd un ligero aumento de Smac-DIABLO en las células HL-60 (datos no
presentados). El compuesto 40 también redujo los niveles citosélicos de Bax y Bid
(Figura 18 A). En la Figura 18 B se observa una disminucién de Bid en las dos lineas

celulares. Los datos obtenidos demostraron que este flavonol indujo el procesamiento de
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Bcl-2 (proteina anti—apoptoética) (datos no presentados) y Bax (proteina pro—apoptética).
El aumento de los niveles de citocromo ¢ observados, indican que Bax, respondiendo a
estimulos pro—apoptéticos, indujo el aumento de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, facilitando el proceso apoptético.

A B
Citosol Mitocondria

(kDa)  HL-60 U937 (kDa)  HL-60 U937

Citocromo ¢

15

0 10 30 0 10 30 0 10 30 0 10 30
Compuesto 40 (uM) Compuesto 40 (uM)

Citocromo ¢

Figura 18. (A) Efecto del compuesto 40 sobre la liberacion del citocromo c y su efecto sobre los
niveles de las proteinas citosolicas Bax y Bid en el citosol. (B) Efecto del compuesto 40 sobre la
liberacion del citocromo ¢ y su efecto sobre los niveles de las proteinas citosolicas Bax y Bid en la
mitocondria. Las células se incubaron durante 24 h con las concentraciones del flavonoide
indicadas y los lisados se analizaron por inmunotransferencia. La B—Actina y la citocromo ¢
oxidasa se usaron como control de carga de la fraccion citosolica y mitocondrial, respectivamente.

La hidrdlisis y activacién de la proteina pro—apoptoética Bid favorece el aumento de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, previniendo el efecto inhibitorio de Bcl-2
[61]. Los resultados demuestran que el compuesto 40 induce hidrélisis de Bid en HL—60,
U937 y Molt—3. En las células, monémeros inactivos de Bax residen en el citosol, de
manera que la disminucion de los niveles de Bax en la fraccion citosélica [62] indica la
activacion de esta proteina en células tratadas con concentraciones crecientes del
compuesto 40. De la misma manera Bid se encuentra en el citosol [92] y la disminucion
de los niveles de esta proteina en la fraccion citosélica, indica su activacién al tratar las
células de leucemia con concentraciones crecientes del compuesto 40.
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4.6 El compuesto 40 induce la fosforilacion de las proteinas quinasas activadas

por mitégenos (MAPKS)

Las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPKs) estan involucradas en la
regulaciéon de funciones celulares importantes e incluyen las proteinas quinasas
reguladas por sefiales extracelulares ERK1/2, que regulan el crecimiento, la
supervivencia y la proliferacién [73,76], y las proteinas pro—apoptéticas p38"™ y
JNK/SAPK que juegan frecuentemente un papel pro—apoptético [93-95]. Con el fin de
valorar si el compuesto 40 promueve cambios en la fosforilacion, y por lo tanto de la
actividad de las MAPKSs, las células HL—60, U937 y Molt-3 se incubaron a diferentes
tiempos en presencia de concentraciones crecientes de este flavonoide. El tiempo
maximo de tratamiento se establecid en 6 h para evitar el efecto citotoxico del flavonoide,

gue aparece después de las primeras 12 h.

En la Figura 19 se puede observar que en HL-60 la fosforilacion de ERK1/2 tuvo lugar a
partir de la primera hora de tratamiento, tanto para la concentracién de 10 UM como para

MAPK fue transitoria y se detecté Ginicamente alas 2 h

la de 30 uM. La fosforilacion de p38
y 4 h del tratamiento con 10 uM del compuesto 40. En cambio, la fosforilacion de
JNK/SAPK sb6lo se observé a las 2 h de tratamiento y Unicamente con la méaxima
concentracion del compuesto 40 utilizada. En U937 tratadas con este flavonoide (10 uM)
(Figura 20) también se estimuld la fosforilacién de ERK1/2 y, en este caso, el enzima
permaneci6 fosforilado durante las 6 h de tratamiento. Una concentracion mayor del
flavonoide (30 pM) indujo una activacion bifasica de ERK1/2. En estas células, el

MAPK " alcanzandose

compuesto 40 también indujo una fosforilacion transitoria de p38
maximos niveles de fosforilacién a las 2 h (10 uM) y a 0,5 h (30 uM). En células Molt-3
(Figura 21) el flavonol 40 (10 uM) estimuld la fosforilacion de ERK1/2 a partirdelas 2 hy
los maximos niveles de fosforilacion se observaron a las 6 h. Sin embargo, este efecto
no se aprecié en las células tratadas con una concentracion de 30 uM del compuesto 40.

La activacién de p38"A™

se detect6 desde la primera hora de tratamiento con 10 uM del
flavonoide. En células Molt—3 ambas concentraciones del flavonoide fueron incapaces de

promover la fosforilacion de JINK/SAPK.
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Figura 19. Evaluacion del efecto del compuesto 40 sobre las MAPKs en HL—60. Las células se
trataron con 10 uM y 30 uM del flavonoide a los tiempos indicados y los extractos de proteinas
se analizaron por transferencia Western.
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Figura 20. Evaluacion del efecto del compuesto 40 sobre las MAPKs en U937. Las células se
trataron con 10 uM y 30 uM del flavonoide a los tiempos indicados y los extractos de proteinas
se analizaron por transferencia Western.
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Figura 21. Evaluacion del efecto del compuesto 40 sobre las MAPKs en Molt—3. Las células se
trataron con 10 uM y 30 puM del flavonoide a los tiempos indicados y los extractos de proteinas
se analizaron por transferencia Western.
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Para determinar si la fosforilacion de las MAPKs desempefia alguna funcion en el
proceso apoptético inducido por el compuesto 40, se evaluaron una serie de inhibidores
especificos de esta via. Las células HL-60, U937 y Molt—3 se pretrataron 1 h con
SB203580 (inhibidor de p38™™, 2 uM), SP600125 (inhibidor de JNK/SAPK, 10 pM), y
PD98059 y U0126 (inhibidores de MEK1/2, 10 pM) y posteriormente se incubaron con el
flavonoide (30 uM) durante 12 h y el porcentaje de células hipodiploides se determin6
por citometria de flujo. Los resultados (Figura 22) demuestran que ningun inhibidor fue
capaz de bloquear el aumento del nimero de células hipodiploides [96,97] y sugieren
gue las proteinas quinasas activadas por mitdgenos no intervinienen en el proceso
apoptotico inducido por el compuesto 40.
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Figura 22. Efecto de los inhibidores de las MAPKs sobre la apoptosis inducida por el compuesto
40 en células leucémicas humanas. Las células se preincubaron con PD98059 (PD, 10 pM),
u0126 (U0,10 uM), SP600125 (SP, 10 uM) y SB203580 (SB, 2 uM) durante 1 h y posteriormente
con el compuesto 40 (30 uM) durante 12 h. El porcentaje de células hipodiploides se determind
por citometria de flujo. Los valores representan la media + S.E. de tres experimentos
independientes.
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4.7 Evaluacion del papel de ROS en lainduccién de apoptosis por el compuesto 40

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son mediadoras esenciales de la actividad de
muchos agentes antitumorales. Trabajos previos han demostrado que la generacion
intracelular de ROS es crucial en la actividad de agentes quimioterapéuticos inductores
de apoptosis [98,99]. Para evaluar el papel que desempefia ROS en el proceso pro—
apoptético inducido por el compuesto 40 se determinaron los niveles de estas especies
guimicas en HL—60 y U937. Las células se incubaron durante 2 h con el flavonoide (10
UM y 30 puM) y se analizaron por citometria de flujo en presencia de la sonda diacetato
de 2',7"—dicloro—dihidrofluoresceina (H,—DCF-DA), que emite fluorescencia cuando es
oxidada. Los resultados obtenidos en HL-60 (Figura 23 A, B) indican que el compuesto
40 induce la generacion de ROS mientras que en U937 no se observé aumento de los

niveles de estas especies reactivas de oxigeno (Figura 23 C).

Se estudid la importancia que tiene la generacion de ROS en el proceso apoptético
inducido por el compuesto 40. Para ello se preincubaron las células HL-60 con
diferentes antioxidantes. La N—acetil-L—cisteina (NAC, 10 mM) es un antioxidante con un
grupo funcional tiol que es capaz de inactivar ROS directamente y de inducir la sintesis
del glutatiéon [100]. El a—tocoferol (Vitamina E, 25 uM) neutraliza radicales como el anion
superoxido (0O,™) y los radicales hidroxilo ("OH). El trolox (2 mM) es un antioxidante cuyo
efecto protector estd basado en la capacidad de inhibir la peroxidacion de los lipidos de
membrana [101,102] y el cloruro de difenileniodonio (DPI, 20 pM) es un inhibidor de la
NADPH oxidasa [103]. Las células leucémicas se pretrataron (1 h) con los distintos
antioxidantes y a continuacion se incubaron durante 12 h con el flavonol (30 pM). En la
Figura 23 D se aprecia que los antioxidantes fueron incapaces de suprimir la muerte
celular en HL-60, de manera que no hay indicios de la participaciéon de ROS en la
muerte celular inducida por el compuesto 40.
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Figura 23. (A) Estudio de la generacion de ROS en HL—-60. Las células se incubaron
con 10 pM y 30 pM del compuesto 40 durante 2 h y se analizaron por citometria de
flujo utilizando la sonda diacetato de 2°,7" —dicloro—dihidrofluoresceina (H.—DCF-DA).
(B) Histograma representativo de la generacion de ROS en HL-60. Las células se
trataron con 30 uM del compuesto 40 durante 2 h. (C) El compuesto 40 no induce
generacién de ROS en U937. Las células se incubaron con concentraciones
crecientes del compuesto 40 durante 2 h. (D) Las células HL-60 se se preincubaron
durante 1 h con los antioxidantes, NAC (10 mM), Vitamina E (25 pM), Trolox (2 mM) y
DPI (20 pM) y fueron tratadas durante 12 h con el compuesto 40 (30 uM),
determinandose el porcentaje de células hipodiploides por citometria de flujo.
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Conclusiones

Se han evaluado los efectos de 78 flavonoides sintéticos sobre la viabilidad de
seis lineas de leucemia humana incluyendo células que sobre—expresan Bcl-2 y
la glicoproteina P.

La chalconas y flavonoles fueron los compuestos que presentaron propiedades

citotdxicas relevantes en las lineas celulares analizadas.

Las chalconas méas potentes contienen un radical 2'-benciloxi y un halégeno o
un radical o—piridilo en posicién 4.

Los flavonoles mas potentes se caracterizan por poseer: (i) un halégeno o un
radical trifluorometilo en posicién 4’, (ii) dos radicales benciloxi en posiciones 3'y

4’y (iii) un radical morfolino en la posicion 4’ en flavonoles 5 sustituidos.

El 3',4'—dibenciloxiflavonol (compuesto 40) demostré ser el mas potente en las
lineas de leucemia humana, incluyendo las que sobre—expresan Bcl-2 y la
glicoproteina P e induce parada del ciclo celular en la fase S y muerte celular por

apoptosis a través de un mecanismo dependiente de las caspasas-3, -8 y -9.

La apoptosis inducida por el compuesto 40 estd asociada con la liberaciéon de
citocromo c al citosol y la disminucién de los niveles de Bax y Bid en este

compartimento celular.
El compuesto 40 activa la via de sefializacion de las proteinas quinasas

activadas por mitdgenos p38, JNK y de forma bifasica a ERK1/2 e induce la

generacion de las especies reactivas de oxigeno.
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