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En los últimos años la utilización
de agentes naturales para prevenir la
aparición o el desarrollo del cáncer
ha sido ampliamente aceptada como
una opción realista en la lucha con-

tra esta enfermedad. Los flavonoides
son derivados de la fenil benzo–γ-
pirona y abarcan una amplia varie-
dad de compuestos polifenólicos que
aparecen de forma natural en las
plantas (1). Los flavonoides están
omnipresentes en los alimentos y be-
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los flavonoides son compuestos polifenólicos que están omnipresentes
en las plantas y muestran un amplio espectro de actividades biológicas.
aquí hemos estudiado el efecto del derivado tetraacetilado (QD) del pro-
ducto natural 3 metil éter quercetina, sobre la viabilidad celular en las lí-
neas celulares de leucemia humana Hl-60 y u937. los resultados
muestran que QD es citotóxico e induce parada en la fase G2-M del ciclo
celular en ambas líneas celulares y es un potente inductor de la apopto-
sis. la apoptosis inducida por QD (i) es mediada por la activación de las
caspasas, (ii) está asociada con la liberación del citocromo c y (iii) es ac-
tivada en células u937 que sobreexpresan bcl-2. El tratamiento de células
Hl-60 y u937 con QD provoca la activación de la vía de las quinasas activa -
das por mitógenos (MaPKs), incluyendo JNK, p38 MaPK y ErK 1/2. la in-
hibición de JNK mediante el sP600125 y de p38 MaPK mediante sB203580
no tiene influencia en la apoptosis mediada por QD. Por el contrario, la
inhibición de ErK 1/2 con inhibidores farmacológicos u0126 o PD98059
potenció el porcentaje de apoptosis inducida por QD y sugiere que la in-
hibición de esta vía es una estrategia valiosa para aumentar la sensibili-
dad de células de leucemia humana Hl-60 hacia la QD.

Flavonoids are polyphenolic compounds that are ubiquitously in plants and dis-

play a vast array of biological activities. Here we have studied the effect of the

phenylbenzo-gamma-pyrone derivative quercetin 3-methyl ether tetracetate

(QD), obtained by acetylation of the natural product quercetin 3-methyl ether, on

cell viability of human leukaemia HL-60 and U937 cell lines.

The results show that QD is cytotoxic and induce G2 / M phase cell cycle arrest

on both cell lines and it is a potent apoptotic inducer on HL-60 cells. QD-induced

apoptosis is: 1) mediated by caspase activation 2) associated with cytochrome

c release, and 3) triggered in Bcl-2-overexpressing U937 cells. The treatment of

HL-60 and U937 cells with QD also induces the activation of the mitogen-acti-

vated protein kinases (MAPKs) pathway, including c-Jun NH (2)-terminal kinase

(JNK), p38 (MAPK) and extracellular signal-regulated kinases (ERK) 1/2. Inhi-

bition of JNK by SP600125 and of p38 (MAPK) by SB203580 had no influence

on QD-mediated apoptosis. In contrast, inhibition of ERK1/2 with the pharma-

cologic inhibitors U0126 or PD98059, together with QD, resulted in an important

enhancement of apoptosis. Cells are sensitized to QD-mediated apoptosis after

blocking ERK1/2, which suggests that inhibition of this pathway is a valuable

strategy in order to increase the sensitivity of human leukaemia HL-60 cells to-

wards QD.
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bidas a base de vegetales y, por tan -
to, son consumidos en cantidad sig-
nificativa en nuestra dieta diaria (2).
Estos compuestos polifenólicos mues -
tran un gran espectro de actividades
biológicas y están entre los agentes
anticancerígenos más prometedores
(3). La quercetina (3,3’, 4’, 5,7-penta-
hidroxiflavona) es uno los bioflavo-
noi des mejor estudiados y se en -
cuentra presente ampliamente en la
naturaleza. Este compuesto potencia
la acción citotóxica del citosín-arabi-
nósido (ara-C) (4) e inhibe la invasión
celular e induce la apoptosis (5). La
apoptosis juega un papel crucial en
el desarrollo normal de los organis-
mos, en la homeostasis y en la defen -
sa contra los patógenos. La mayoría
de los fármacos que se utilizan en qui-
 mioterapia desencadenan esta cla se
de muerte celular en células de leu-
 cemia (6-8).

Las caspasas son las ejecutoras
esenciales de apoptosis y constitu-
yen una familia de las cisteinil-aspar-
tato proteasas (9). Son generalmente
sintetizadas como pro-enzimas o zi-
mógenos (inactivos), los cuales son
activados mediante hidrólisis proteo-
lítica. Las caspasas apoptóticas se
clasifican en iniciadoras o ejecutoras,
dependiendo de la función que des-
empeñen en la cascada apoptótica.
Las caspasas iniciadoras son las pri-
meras en ser activadas y constituyen
la primera etapa de una cascada mí-
nima de dos pasos para activar las
caspasas ejecutoras. Se han descrito
dos vías de activación de las caspa-
sas durante la apoptosis (10). La vía
extrínseca requiere receptores de
muerte, tales como Fas o los recep-
tores del factor de necrosis tumoral
(11), y promueve la activación de la
caspasa-8 que, a su vez ,activa me-
diante proteólisis a las caspasas eje-
cutoras (caspasa-3, -6 y -7). En la vía
intrínseca, ocurre la translocación del
citocromo c desde la mitocondria al
citoplasma que a su vez promueve la
activación de caspasa-3, que es la
responsable de hidrolizar proteínas
celulares específicas durante la apop -
tosis (12). Sin embargo, la apoptosis

puede estar mediada no sólo por la
vía de receptores de muerte (vía ex-
trínseca) y por la vía mitocondrial (vía
intrínseca), sino también, por la vía
de señalización del retículo endo-
plasmático (13). Además, la apopto-
sis puede incluso tener lugar con
independencia de la activación de las
caspasas (14).

La respuesta celular a la apopto-
sis inducida por agentes químicos
está asociada a la inactivación de las
proteínas quinasas implicadas en la
supervivencia celular y a la activación
de las proteínas quinasas que pro-
mueven la apoptosis. Uno de los as-
pectos más importantes de la regu -
lación de la apoptosis es que requie -
re proteínas quinasas activadas por
mitógenos (MAPKs). Las MAPKs son
una familia de Ser/Thr quinasas que
actúan como mediadores extracelu-
lares en respuesta a diversos estí-
mulos (15) y que se activan por fos -
forilación de residuos de treonina y
de tirosina (16). Hasta la fecha, al
menos tres MAPKs importantes han
sido identificadas: JNKs/SAPKs, p38
MAPK y ERK 1/2. Las ERK son prin-
cipalmente activadas por factores de
crecimiento y participan en la regula-
ción de la mitogénesis (17, 18). Por
otra parte, la JNK y las P-38 son ac-
tivadas principalmente por estímulos
citotóxicos y están asociadas funda-
mentalmente con la apoptosis. No
obstante, existen múltiples excepcio-
nes a esta regla. 

La activación de ERK puede de s -
encadenar tanto efectos anti-apoptó-
ticos como pro-apoptóticos, depen -
dien  do del estímulo y del tipo de célu  -
la. Las JNK/SAPK se activan prefe ren -
temente por los estímulos de es trés,
incluyendo la radiación UV, la hiper-
termia, las citoquinas inflamatorias,
los agentes quimioterapéuticos y los
inhibidores de la transcripción del
RNA (anisomicina y la cicloheximida).
La activación de la P-38 está relacio-
nada con la respuesta celular frente
al choque osmótico, el estrés fisioló-
gico, la radiación UV y el tratamiento
con agentes quimioterapéuticos (19).
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los compuestos poli-
fenólicos muestran

un gran espectro de
actividades biológi-
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entre los agentes 
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oBJEtivos 

1. Estudiar los efectos del derivado
tetracetil 3-metil éter quercetina
(QD), obtenido mediante la aceti-
lación del producto natural 3-metil
éter quercetina, sobre la viabilidad
celular en las líneas celulares de
leucemia humana HL-60 y U937.

2. Evaluar el efecto de QD en la dis-
tribución de las diferentes fases
del ciclo celular. 

3. Determinar el grado de implica-
ción de las distintas caspasas en
la apoptosis inducida por QD. 

4. Evaluar el efecto de QD sobre las
vías de las MAPKs (JNK/SAPK,
p-38 MAPK y ERK 1/2) y la influen -
cia de los inhibidores de esta vía
sobre la apoptosis inducida por QD.

rEsultaDos 

QD inhibe la viabilidad de células

de leucemia mieloide humana.

Recientemente hemos mostrado
que la línea celular de leucemia mie-
loide humana HL-60 es altamente
sensible a los efectos anti-proliferati-
vos de QD (gráfica 1A) (21). Aquí he -
mos examinado el efecto de este
compuesto sobre el crecimiento de la
línea celular de leucemia humana
U937. El valor IC50 en las células
U937 (gráfica 1B) es de 5,4 ± 0,1 µM.

QD bloquea el ciclo celular en la

fase G2-M e induce apoptosis in-

dependientemente de la biosínte-

sis de ARN y de proteínas.

Cuando las células son incubadas
con este flavonoide, el análisis del
ADN por electroforesis en geles de
agarosa muestra un patrón de frag-
mentación típico (hidrólisis de cro-
matina inter-nucleosomal), confir man-
do los efectos sobre la inducción de
la apoptosis (gráfica 2A). Los cam-
bios morfológicos característicos de
las células apoptóticas (cromatina
condensada y fragmentada) se de-
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Gráfica 1. (A) Estructura química de QD. (B)
Efecto de QD sobre la viabilidad de células hu-
manas de leucemia U937.

Gráfica 2. (A) Evaluación de la fragmentación del ADN. (B) Fotomicrografías
de campos representativos de células HL-60 teñidas con bisbencimida.(C).
Las células hipodiploides (células apoptóticas) se muestran en la zona mar-
cada con una flecha. (D) Cuantificación de la apoptosis mediante citometría
de flujo en ambos tipos celulares después de haberlas incubado con QD
(10µM) a 12 horas. (E) Efecto de la inhibición de la biosíntesis de proteínas
sobre la apoptosis inducida por QD. Se pre-incubaron las células HL-60 en au-
sencia y en la presencia de actinomicina D (Act D) o de cicloheximida (CHX)
y posteriormente tratadas con QD durante 16 horas.  

la muerte celular 
inducida por QD es
independiente de 
la biosíntesis de 
proteínas



tectaron mediante microscopía fluo-
rescente (gráfica 2B). El análisis por
citometría de flujo (gráfica 2C) mues-
tra que el porcentaje de células apop-
tóticas (hipodiploides) aumentó seis
veces en células HL-60 tratadas con
QD (gráfica 2D). Aunque el creci-
miento de las células U937 disminu -
yó (gráfica 1B), se obtuvo un índice
menor de inducción a la apoptosis en
comparación con las HL-60 como se
muestra en los experimentos de cito-
metría de flujo (gráfica 2D). Además,
el pretratamiento con actinomicina D
o cicloheximida en células HL-60 a
concentraciones que inhiben la bio-
síntesis de ARN-m y de proteínas
respectivamente, (23) no afecta a la
respuesta apoptótica inducida por
QD (gráfica 2E). 

Para evaluar si la inhibición del
crecimiento inducido por QD está
mediada por alteraciones en la pro-
gresión del ciclo celular, evaluamos
el efecto de este compuesto en la
distribución de las distintas fases del

ciclo celular mediante estudios de ci-
tometría de flujo. 

Como se muestra en la tabla 1, y
en consonancia con los efectos inhi-
bidores del crecimiento, QD indujo
acumulación de células en la fase
G2-M a expensas de la población de
células en la fase G1, en células HL-
60 y U937.

La muerte celular inducida por QD

está mediada por la vía caspasa-

dependiente

Para determinar si las caspasas
están involucradas, examinamos si
QD induce hidrólisis de PARP, mar-
cador apoptótico que indica activa-
ción de las caspasas (gráfica 3A). La
hidrólisis de la proteína 116 kDa
PARP fragmentada a 85 kDa fue de-
tectada en células tratadas con QD
después de haber sido expuestas du-
rante 12 horas a una concentración
tan baja como 3 µM, incrementán-
dose de forma dosis-dependiente.
Para averiguar si hay liberación del
citocromo c desde la mitocondria al
citosol durante la apoptosis inducida
por la QD en células de HL-60, los
preparados citosólicos fueron anali-
zados por inmunoblot. Como se ob-
serva en la gráfica 3B, se detectó un
incremento significativo en la canti-
dad total de citocromo c citosólico a
las de 12 horas de tratamiento. 

Así mismo, estudiamos el efecto
de QD sobre el procesamiento de las
caspasas. Con este propósito trata-
mos a las células HL-60 y U937 con
concentraciones crecientes de QD
(3-10µM) y diferentes tiempos, y las
caspasas iniciadoras (caspasa-9 y
caspasa-8) y ejecutoras (caspasa-7,
-6 y -3) se determinaron por inmuno-
blot usando anticuerpos que se unen
tanto a los proenzimas (precursores
de las caspasas) como a los frag-
mentos activados. Primero analizamos
el efecto de este compuesto en la for-
mación de caspasa-9. El resultado
muestra que QD estimula la hidróli-
sis de procaspasa-9 (inactiva) en los
correspondientes fragmentos activos
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Se cultivan las células con QD a 10 µM a los periodos de tiempo menciona-
dos y la distribución de la fase del ciclo celular fue determinada por citome-
tría de flujo. Los valores representan la media ± SEs de dos experimentos
independientes con resultados por duplicados  en cada una.  Los asteriscos
indican una diferencia significativa (P < 0,05) en comparación con los con-
troles correspondientes.

Tabla 1. Efecto de la QD en la distribución de las fases del ciclo celular en cé-
lulas HL-60 y U937 a diferentes tiempos



de 35-37kDa (gráfica 3C). En células
U937 también se observó procesa-
miento de procaspasa-9 aunque se
requirió un tratamiento de 24 horas
(gráfica 3C).

Para determinar la contribución
de la vía extrínseca en la apoptosis
inducida por QD, las células HL-60
se trataron con concentraciones cre-
cientes de este compuesto y los lisa-
dos celulares se sometieron a aná -
lisis por inmunoblot. Los resultados
demuestran que QD (10µM) induce
de forma significativa la hidrólisis de
la procaspasa-8, si bien esta res-
puesta no se detectó hasta las 24
horas de tratamiento (gráfica 3C). En
cuanto a las células U937, no hubo
hidrólisis de procaspasa-8 a los tiem-
pos ensayados. Como se muestra en
la figura 3C, QD estimula a su vez el
procesamiento proteolítico de las
caspasas ejecutoras -7, -6 y -3. En cé -
lulas HL-60, concentraciones bajas
de QD (3 µM) inducen la hidrólisis de
las procaspasas -7, -6 y -3 a las 12
horas. Por el contrario, en células
U937 se requieren concentraciones
más altas (10µM) y tratamientos más
prolongados (24 horas).

Para confirmar que la inducción
de apoptosis por QD requiere de la
activación de las caspasas, las célu-
las HL-60 se pretrataron con un inhi-
bidor general de caspasas (z-VAD-
fmk). La inhibición de la apoptosis in-
ducida por QD en presencia de z-
VAD-fmk demuestra que la apoptosis
es caspasa dependiente.

Para identificar qué caspasas son
importantes en la apoptosis inducida
por QD se estudió el efecto de los in-
hibidores permeables de caspasas.
Ninguno de los inhibidores utilizados
como z-IETD-fmk (inhibidor especí-
fico de caspasa-8), z-LEHD-fmk (in-
hibidor específico de la caspasa-9) o
z-DEVD-fmk (inhibidor específico de
las caspasas -3 y -7) tuvieron efecto
significativo en la muerte celular in-
ducida por QD (gráfica 4A). Sorpren-
dentemente, el inhibidor específico
de caspasa-3 (z-DEVD-fmk) fue in-

capaz de inhibir la apoptosis inducida
por QD en células de HL-60. (Gráfica
4A). Este resultado sugiere que in vivo

se requiere probablemente una se-
gunda caspasa, posiblemente cas-
pasa-6 (gráfica 3C), que es sensible
a z-VAD-fmk, pero no a z-DEVD-fmk
(26). Sin embargo, la caspasa-3 ac-
tiva se encuentra presente en niveles
altos en células HL-60 tratadas con
QD (gráfica 3C). 

Puesto que el procesamiento de
las caspasas no siempre se corres-
ponde con un aumento de la activi-
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Gráfica 3: (A) Análisis de la hidrólisis de PARP en células HL-60 (B)
Evaluación de la liberación del citocromo c en células de HL-60; (C)
Evaluación de la hidrólisis de las pro- caspasas -9, -8, -7, -6 y -3 en
células HL-60 y U937.  

la apoptosis 
inducida por QD 
es dependien te 
de caspasa



dad, las actividades enzimáticas de
la caspasa-3 y de las caspasas -8 y -9
se determinaron en extractos de cé-
lulas HL-60 tratadas con QD a dife-
rentes tiempos. Como se muestra en
la gráfica 4B, las actividades de cas-
pasas 3 y -9 aumentan significativa-
mente a las 12-14 horas. Mientras que
la actividad de la caspasa -8 se de-
tectó a las 24 horas del tratamiento.

Para dilucidar si la vía intrínseca
es determinante en la inducción de
apoptosis por QD, comparamos los
efectos en la inducción de apoptosis
en la línea celular U937 que sobre-
expresan bcl-2 (U937/bcl-2) con la
línea celular parental (U937). Como
se muestra en la gráfica 4C, no hay
diferencias en la inducción de apop-
tosis a diferentes tiempos de trata-
miento (12, 24 y 48 horas). Estos
resultados sugieren que bcl-2 no está
involucrado en la apoptosis inducida
por QD.

QD activa a MAPKs

Puesto que las MAPKs como ERK,
JNK/SAPK y p38 MAPK juegan un
papel crucial en el destino de la cé-
lula, se evaluó el efecto de QD sobre
la activación de MAPKs. 

La incubación de células HL-60 y
U937 con QD estimuló la fosforila-
ción de JNK/SAPK, de p38 MAPK y
de ERK 1/2 (gráficas 5 A y B). La fos-
forilación de p38 MAPK y de ERK 1/2
se detectó a los 30 minutos y a la
hora de añadir QD, respectivamente,
y ambos valores permanecieron ele-
vados hasta al menos 240 minutos
(gráfica 5A). Sin embargo, y en las
mismas condiciones de experimen-
tación, no se observó la activación de
la JNK/SAPK hasta 4 horas después
de añadir QD (gráfica 5B). Estos re-
sultados indican que QD induce acti-
vación de JNK/SAPK, de p38 MAPK
y de ERK 1/2 siguiendo diferentes ci-
néticas. Para establecer si la fosfori-
lación de la MAPKs juega un papel
esencial en la apoptosis inducida por
QD, examinamos los efectos de los
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Gráfica 4. (A) Efecto de los inhibidores de caspasa sobre la apop-
tosis inducida por QD: inhibidor general de caspasa z-VAD-fmk
(100µM), inhibidor de caspasa-8  z-IETD-fmk (100µM), inhibidor de
las caspasas -3 y -7 z-DEVD-fmk (100µM) y el inhibidor de cas-
pasa-9 z-LEHD-fmk (50µM). (B) Las cinéticas de la activación de
las caspasas-3/7, caspasa-8 y caspasa-9 en respuesta a la QD. (C)
Comparación del efecto de QD sobre el porcentaje de células hi-
podiploides en células U937 y U937/Bcl-2. (D) Evaluación del por-
centaje de células hipodiploides de células U937 y U937/Bcl-2
determinadas durante una incubación de 24 horas en ausencia y
en presencia de de 1µM ara-C.  



inhibidores de JNK/SAPK, de p38
MAPK y de ERK 1/2 (gráfica 5C-F). El
pretratamiento de células HL-60 con
inhibidores específicos de JNK/SAPK
y de p38 MAPK no alteró el porcen-
taje de apoptosis inducido por QD;
Tanto SP600125 como SB203580,
no tuvieron influencia en los niveles
basales de apoptosis (gráfica 5D y E).
Estos resultados sugieren que la ac-
tivación de JNK/SAPK y de p38 MAPK
no está involucrada en la apoptosis
mediada por QD. 

Hemos investigado también el im-
pacto de ERK 1/2 en la muerte celular
mediada por la QD. Para ello, usa-
mos inhibidores de la quinasa extra-

celular activada por mitógenos (MEK)
(PD98059 y U0126) para bloquear la
activación de ERK 1/2. Los resultados
indican que PD98059 y U0126 po-
tencian la apoptosis mediada por QD
(gráfica 5F). El porcentaje de células
apoptóticas aumentó desde un 30%
en células tratadas con QD hasta un
45% y 55% con PD98059 y U0126,
respectivamente. Para confirmar el
efecto de los inhibidores MEK1/2, se
determinó, a su vez, el estado de fos-
forilación de ERK 1/2 con los diferen -
tes tratamientos. Como se muestra
en la gráfica 5C, PD98059 y U0126
suprimieron completamente la fosfo-
rilación de ERK 1/2 inducida por QD.
La combinación de QD con U0126
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Gráfica 5. (A) QD induce fosforilación dependiente del tiempo en p38 MAPK y ERK 1/2. (B) Fosforilación de JNK
inducida por QD. (C) Fosforilación de ERK 1/2 en respuesta a QD en ausencia o en presencia de los inhibidores
de MEK1/2: PD98059 (PD, 10µM) y U0126 (UO, 10µM). Se preincuban células HL-60 con (D) SP600125 (SP,
10µM), (E) SB203580 (SB, 2µM) o (F) PD98058 (PD) y U0126 (UO, 10µM) durante 1 hora y luego se trataron con
QD. La apoptosis se determinó por citometría de flujo.



duplicó el porcentaje de muerte celu-
lar respecto a las células tratadas
con QD y aumentó diez veces res-
pecto a U0126 (gráfica 5F). Estos re-
sultados sugieren que los inhibidores
específicos de ERK 1/2 pueden ser
útiles para sensibilizar a las células
leucémicas humanas frente a QD.

DiscusiÓN 

En este trabajo hemos estudiado
los efectos del derivado tetracetil 3-
metil éter de quercetina (QD) sobre
la viabilidad celular en líneas celula-
res de leucemia humana. QD de-
mostró ser citotóxico para las líneas
celulares mieloides estudiadas: HL-
60 y U937. Este compuesto indujo la
parada en G2-M del ciclo celular y
apoptosis independientemente de la
biosíntesis de proteínas. Los resulta-
dos también demuestran que la
apoptosis inducida por QD está me-
diada por la activación de las caspa-
sas y asociada a la liberación de ci -
tocromo c. Además, el tratamiento de
células humanas HL-60 y U937 con
QD también induce la activación de
las MAPKs (JNK/SAPK, p-38 MAPK
y ERK 1/2). La inhibición de JNK me-
diante SP600125 y la inhibición de
p38 MAPK por SB203580 no afectan
a la apoptosis inducida por QD. Por
el contrario, la inhibición del ERK 1/2
con los inhibidores U0126 o PD98059
potenció el efecto de QD sobre la
apoptosis.
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