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EVALUACION ANTICANCERIGENA DE LOS DERIVADOS DE
CHALCONAS EN LINEAS CELULARES DE CANCER

RESUMEN

El cancer escun proceso de crecimiento y diseminacion incontrolada de células,
originado por Ja transformacion de células normales en tumorales. Es la segunda
causa de muerte.a nivel mundial. En las mujeres, los canceres mas comunes son el
de mama (30.8%)‘seguido por el de cérvix (8.1%). Debido a las elevadas tasas
incidencia y a la limitada_efectividad de los tratamientos actuales, que presentan
baja selectividad celularwy efectos secundarios adversos, la busqueda de nuevos
tratamientos es una prioridad. Las moléculas tipo chalconas han demostrado
actividades antiinflamatorias,” antimicrobianas, antioxidantes y anticancerigenas.
Las modificaciones en estas moléculas han mejorado su actividad bioldgica y
selectividad en células cancerigenas.'En este estudio, se sintetizaron tres derivados
de chalconas mediante la condensacion de Claisen-Schmidt y se evaludé su
actividad anticancerigena en lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB-231 y
MCEF-7), cancer de cérvix (SiHa) y-una linea_e€lular no cancerigena (MCF-10A). El
derivado de chalcona con mejor actividad anticancerigena, a través de la induccion
de apoptosis por la via extrinseca, fue la.chalcona’sustituida con fluor sobre la linea
celular MDA-MB-231.

Palabras claves: cancer, chalconas, viabilidad celular, apoptosis.



ANTICANCER EVALUATION OF CHALCONE DERIVATIVES IN
CANCER CELL LINES

ABSTRACT

Cancer is“a-process of uncontrolled cell growth and spread, caused by the
transformation.of.normal cells into tumours. It is the second leading cause of death
worldwide. In women;the most common cancers are breast cancer (30.8%) followed
by cervical cancef (8¢1%). Due to the high incidence rates and the limited
effectiveness of currentitreatments, which have low cell selectivity and adverse side
effects, the search for new treatments is a priority. Chalcone-like molecules have
demonstrated anti-inflammatory, antimicrobial, antioxidant and anticancer activities.
Modifications in these molecules- have improved their biological activity and
selectivity in cancer cells. In this‘stady, three chalcone derivatives were synthesised
by Claisen-Schmidt condensation and/evaluated for their anticancer activity in breast
cancer cell lines (MDA-MB-234»and“\MCF-7), cervical cancer (SiHa) and a non-
cancer cell line (MCF-10A). Thechalcone derivative with the best anticancer activity,
through the induction of apoptosis.via the extrinsic pathway, was fluorine-substituted
chalcone on the MDA-MB-231 cell line.

Keywords: cancer, chalcones, cell capacity, apoptosis:



INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) menciona que el cancer es la segunda
causa desmuerte en el mundo, habiendo ocasionado 8.8 millones de defunciones
en 2015 (OMS, 2017). En México, es la tercera causa de muerte después de la
diabetes y las_enfermedades cardiovasculares, siendo responsable del 14.5% de
las muertes en mujeres. En México, América latina y el caribe, los tipos de cancer
mas comunes en la peblacién femenina son el de mama (30.8%) y el de cérvix

(8.1%) (International Agency for Research on Cancer, 2018).

Una de las caracteristicas primordiales del cancer es la sefializacién proliferativa,
que permite e las células normales transformarse en cancerigenas y multiplicarse
sin control (Racca et al., 2018):,Las células cancerigenas proliferan de manera
anormal, evadiendo el control celalar y aumentando las mutaciones en el ADN
(Mahapatra et al., 2015). Esto induce laresistencia a la muerte celular (apoptosis) al
evadir los mecanismos de reparacion, inhibicion asi la apoptosis (Mohamed et al.,

2018).

El cancer se define como un proceso«de-crecimiento y diseminacion descontrolado
de las células que puede afectar a cualquiértejido. Las células mutan y se acumulan
hasta formar un tumor, pudiendo infiltrar+otros tejidos.mediante angiogénesis y
metastasis (Hanahan & Weinberg, 2011; Mullane & Van Allen, 2016), caracteristicas que
actualmente objeto de multiples investigaciones. Debido_a la baja selectividad
celular y los efectos secundarios de los tratamientos existentesy la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas es continua. En este contexto las moléculas tipo

chalconas han mostrado su potente actividad biolégica.

Las chalconas, precursoras de la biosintesis de los flavonoides, son estrueturas con
un esqueleto C6-C3-C6 en forma de anillos aromaticos unidos por ungssistema
carbonilo a,B-insaturado que presenta un amplio espectro de actividades biolégicas.
Se ha demostrado que las chalconas presentan actividad anticancerigena .y
capacidad para activar la apoptosis (Bortolotto et al., 2017). En algunos casos.

También pueden dirigirse al ADN causando genotoxicidad (Véras et al.,, 2020).



Diversos estudios describen que el sistema carbonilo a,3-insaturado de las
chaleonas es el factor mas importante que determina su actividad biolégica. Sin
embargo, esta actividad puede ser incrementada (Bazzaro et al., 2011; Mai et al., 2014).
Por ello, con* el objetivo de potenciar la bioactividad de las chalconas, se han
realizado diversas modificaciones en su estructura para encontrar nuevos blancos
moleculares mas'eficaces y selectivos (Burmaoglu et al., 2017; Karthikeyan et al., 2014;

Wang et al., 2016)

Debido a las elevadas tasas de casos de cancer y a limitada efectividad de los
tratamientos existentes, que presentan baja selectividad celular y efectos
secundarios adversos, se continua la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas.
Las moléculas tipo chalconasy’han mostrado tener una actividad bioldgica
prometedora. En este estudio, se«evalud el efecto anticancerigeno de algunos
derivados de chalconas en lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-
231), cancer de cérvix (SIHA) y una linea-gelular no cancerigena (MCF-10A), asi

como su posible mecanismo de“agcién.



MARCO TEORICO

CANCER

DEFINICION

De acuerdo con lasOrganizacion Mundial de la Salud (OMS) el cancer es un proceso
de crecimiento y diseminacion incontrolada de células. Este se produce por la
transformacion de células'normales en células tumorales a través de un proceso de
varias etapas, que generalmente incluye la progresion de una lesién precancerosa
a un tumor maligno. Ademas, el cancer tiene la capacidad de invadir el tejido
circundante y puede aparecer‘en’cualquier lugar del cuerpo mediante metastasis
(OMS, 2017).

EPIDEMIOLOGIA'DEL CANCER
Segun estadisticas de la OMS, €l_cancer es la segunda causa de muerte en el
mundo, habiendo ocasionado 8,8 millones de defunciones en 2015. En el 2018, la
Agencia Internacional para la Investigaciémsobre el'Cancer (IARC, por sus siglas
en inglés) indicé que, en las mujeres, el cancer de mama es el tipo de cancer con
mayor numero de nuevos casos en 86 paises, incluyendo México (Figura 1) (OMS,
2017). En este contexto, la IARC describe que, en México, América latina y el caribe,
el cancer de mama y el cancer de cérvix ocupan los dos primeros lugares en el

ranking de los principales tipos de cancer que afectan a las mujeres (Figura 2).



Figural.
Inci@ﬁ de casos de cancer (2018) en todo el mundo, ambos sexos, todas las edades.

>}de cancer por pais, nimero estimado de nuevos caos en 2018, ambos sexos, todas las edades.
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Figura2.
Prevaleneia (2017-2018) de los principales tipos de cancer que afectan a las mujeres en México,
América Latiha y Caribe.

Numero estimado de casos prevalentes (-1 afio) en 2018, México, América latina y el Caribe, femeninas, todas las edades.

Mama

178 195 (30.8%)
Otros canceres
209 120 (36.1%)

o
s

Cérvix
pulmon A 46 963 (8.1%)
20 034 (3.5%)
Ovario Tiroides
20092 (3.5%) — 43 196 (7.5%)
Cuerpo uterino .. 4 Colon
28 494'(4.9%) 32 689 (5.6%)

Total : 578 783

Fuente: reproducido y modificado de “cancer hoy,”. por agencia internacional para la busqueda del
cancer, organizacion mundial de la salud, 2020 (https://gco.iatct/today/home).

FACTORES DE RIESGO DE CANCER
Los principales factores de riesgo de cancer en el mundo se clasifican generalmente
en tres categorias. Primero, los factores asociados al estilo de vida, como,_dietas
poco saludables, consumo de tabaco, consumo excesivo de alcohol y la poca
actividad fisica, ademas de enfermedades no transmisibles (Sanz-Barbero et al.,
2014). En segundo lugar, la exposicién a factores biolégicos, como algunos virus

(virus de la hepatitis B y de la hepatitis C y ciertos papilomavirus humanos, que
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aumentan el riesgo de cancer de higado y cancer de cuello uterino). En tercer lugar,
la expOsicion a factores ambientales, como radiacion ultravioleta y contaminacion.
Ademas; la‘edad es otro factor que incrementa la incidencia de esta enfermedad,
debido a la.aeumulacién de factores de riesgo y la disminucion de la eficacia de los

mecanismos.de reparacion celular (OMS, 2007, 2017).

MECANISMOS DE REPARACION Y CICLO CELULAR

El ciclo celular es un conjunto ordenado de procesos por los que transcurre la vida
de una célula, cuyo objetivo es el crecimiento celular y la division en dos células
hijas, reiniciando asi el ciclo. Lasretapas del ciclo celular son G0, G1, S, G2 y mitosis,

cada una con un papel especifico’(Figura 3).

En células normales, se distinguen'las siguientes fases del ciclo celular: GO, G1, S,
G2 y mitosis. En la fase GO o derreposo, las células no se dividen, pero conservan
la capacidad de reiniciar el cicle-para repoblar un tejido. La fase G1 (Gap 1 o de pre-
sintesis) es la etapa mas larga y variable, durante la cual las células producen ARN
y proteinas, y crecen hasta alcanzar el.tamafio-6ptimo. En la fase S (sintesis), se
replica el ADN. La fase G2 (Gap 2 o(de' pos-sint€sis) es una segunda etapa de
crecimiento, donde el nucleo se prepara-para la diyision celular que ocurre en la
fase M o de mitosis. En la fase M, todos los componentes celulares se separan en
dos partes para formar dos células nuevas e independientes. La mitosis se divide
en profase, metafase, anafase y telofase; durante estas etapas, el ADN se
compacta, formando cromosomas que se organizan y segregan.para formar los

nucleos de las células hijas, reiniciando asi el ciclo celular (Meza-Juncoet al., 2006).



Figura“3.
Esquemarde las etapas del ciclo celular: G1, S, G2 y M.

Checkpoint

= Fase M
Checkpoint
Fase G2 i

Crecimiento

57

celular

Fase S
Sintesis de
ADN

Fase G1
Crecimiento
celular

Checkpoint

Nota: G=intervalo o gap, S=sintesis M=tnitosis. Fuente: elaboracion propia.

Durante el ciclo celular, se lleva a cabo Unayvigilancia del proceso mediante puntos
de control (checkpoints), de los cuales se describen tres. El primero es el punto Start
(checkpoint de G1/S), que se encuentra al final del periodo G1, donde la célula inicia
la sintesis de ADN. En este punto, la célula verifica(si/las condiciones son
apropiadas y si ha alcanzado el tamafo adecuado para entrar,en division; de lo
contrario, el ciclo se detiene. El segundo checkpoint (checkpoint de G2/M) se
encuentra a la entrada de la mitosis, donde la célula detiene la progresion en el ciclo
si la replicacion esta incompleta o si el ADN esta danado. El tercer punt0yde control
se encuentra en la transicion metafase-anafase y regula la salida de{la) mitosis
(checkpoint de M/G1), deteniendo el paso a G1 si los cromosomas no.se han

“‘enganchado” correctamente al huso mitético (Meza-Junco et al., 2006).

Cuando se localiza algun dafo en cualquiera de las fases del ciclo celular, ‘el

checkpoint envia una sefal para detener el ciclo hasta que se realice la reparacion.
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Si no“es posible reparar el dafio, la célula es marcada para su destruccion por

apoptosis.

Si las células se aislan de su medio son incapaces de recibir sefales de
supervivencia~especificas del tejido, lo que puede llevar a la expresién de
oncogenes (gehes que codifican proteinas que favorecen la proliferacion celular
incontrolada) y/e’aJa inactivaciéon de genes supresores de tumores (genes que
codifican proteinasfque“frenan el ciclo celular). En el caso de las células tumorales,
el ciclo celular y sus puntos de regulacién se encuentran desregulados, activando
oncogenes y apagandosgenes supresores de tumores. Un ejemplo de un gen
supresor de tumor es el qué-cadifica a la proteina p53, la cual regula el control sobre
la proliferacion celular; su inactivacion origina un crecimiento celular incontrolado

(Rodriguez Fragoso et al., 2004).

APOPTOSIS

La apoptosis tiene como funcion‘primordial. programar la muerte de las células, lo
cual ayuda a prevenir el desarrollo del_edncer'en"procesos bioldgicos normales. Es
un proceso muy ordenado durante el‘cual la céldla reduce su tamafio formando
vesiculas en su membrana plasmatica. ElNgenoma dé la célula se descompone y se
activan endonucleasas que fragmenta el ADN, originando el tipico patron en
escalera en un gel de electroforesis (Garcia et al., 2006; Pereyra-Vergara et al., 2020).
Finalmente, los desechos son fagocitados por macréfagos. Sin embargo, si por
cualquier circunstancia no ocurre apoptosis, estas células .danadas pueden
sobrevivir y convertirse en células cancerosas desempefiando un papel crucial en

la progresion del cancer (Wong, 2011).

Durante la apoptosis existen dos fases: la fase de iniciacion y la fase de ejecucion.
La fase de iniciacion puede comenzar desde el espacio extracelular o intracelular.
Algunos ejemplos de sefnales extracelulares que desencadenan la apoptesis
incluyen la pérdida de factores de crecimiento, niveles bajos de oxigeno (hipoxia) y

radiacion. Las sefales intracelulares incluyen dafio en el ADN o mal funcionamiento
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de los teldmeros. La fase de iniciacion desencadena la fase de ejecucion, la cual
impliea la activacién de enzimas especializadas (caspasas y otras enzimas) que
tienen un_papel importante en la muerte celular (Bender & Martinou, 2013). En la
clinica, sesuelen usar terapias farmacologicas con el objetivo de provocar la muerte

celular.

TERAPIA FARMACOLOGICA CONTRA EL CANCER

La farmacologia del cancer ha experimentado cambios drasticos en los ultimos
afos, impulsados por una mejor comprension de la biologia del cancer y el
desarrollo continuo de medicamentos que se enfocan en las vulnerabilidades

especificas de cada tipo de caneer.

Los medicamentos contra el cancer.varian ampliamente en estructura y mecanismo
de accion. Este grupo incluyesagentes alquilantes, antimetabolitos analogos del
acido fdlico, pirimidina y purina; productos/naturales, hormonas y antagonistas de
hormonas, asi como anticuerpos‘especificos.dirigidos a receptores extracelulares,

cinasas intracelulares y controles dellavigilancia“inmunitaria (Gilman, 2018).

Algunos estudios han sefialado que ciertos tratamientos farmacologicos contra el
cancer estan asociados con problemas cardiovasculares (Schlitt et al., 2014). La
resistencia a los farmacos citotoxicos puede deberse a_la expresion reducida de
genes supresores de tumores y por la sobreexpresion de protooncogenes (Guo et
al., 2014).

Actualmente, los medicamentos derivados de productos naturales han.cebrado gran
relevancia en la quimica medicinal. La sintesis de moléculas a partir deproductos
naturales es crucial para la generacion de nuevos medicamentos masiseguros y
potentes. Por ello, se busca en la naturaleza moléculas con actividades biolégicas

significativas.



Actualmente, los medicamentos derivados de productos naturales han cobrado gran
relevancia en la quimica medicinal. La sintesis de moléculas a partir de productos
naturales es crucial para la generacion de nuevos medicamentos mas seguros y
potentes. Por-ello, se busca en la naturaleza moléculas con actividades bioldgicas

significativas.

CHALCONAS
GENERALIDADES

Las chalconas son moléculas‘Con 15 carbonos dispuestos en una configuracion C6-
C3-C6, consisten en dos anilles aromaticos (A 'y B) unidos por un sistema carbonilo
a,B-insaturado, conocido como ¢halcona base (Figura 4). También se les denomina
quimicamente como bencilidenacetofenonas, estirilfenilcetonas,
benzalacetofenonas, diarilpropenonas o 1,3-difenil-2-propen-1-onas segun la
IUPAC. Estas moleculas sof-importantes precursores en la biosintesis de
flavonoides (Cartaya & Reynaldo, 2001).

Figura 4.
Estructura base de las chalconas.

Carbonilo a4 -
insaturado . .

Fuente: elaboracion propia
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ORIGEN DE LAS CHALCONAS
De manera natural, las chalconas se originan a partir de la combinacion de dos rutas
del metabolismo secundario. En este proceso, la molécula inicial de cinnamoil-CoA
utiliza tres“moléculas de malonil-CoA para formar un policétido, que es catalizado

por la enzima chalcona sintasa producir chalconas (M Dewick, 2002).

Las chalconas se_pueden obtener de diversas plantas. Por ejemplo, Carthamus
tinctorius [Figura 5 (A)],_una planta oleaginosa anual de la familia de las asteraceas,
ha sido estudiada en quimica medicinal por sus propiedades anticancerigena (Jiang
et al., 2005). Asimismo, del tallo de la Entada phaseoloides [Figura 5, B)] se han
aislado chalconas unidas a glucgsidos (Zhao et al., 2011). Ademas, desde las hojas y
el tallo de Bidens tripartitus [Figura 5, C)] se ha aislado una chalcona, caracterizada
mediante RMN de '3C y 'H, asi como-de espectrometria de masas de alta resolucién
para determinar su peso molecular (Christensen et al., 1990).

Figura S.
Chalconas aisladas de fuentes naturales.

Nota: Imagenes obtenidas de internet.
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SINTESIS DE CHALCONAS ViA CLAISEN-SMICHDT

El método*de Claisen-Smichdt consiste en la condensacion de benzaldehido y
acetofenona~para formar un B-hidroxialdehido o [-hidroxicetona, seguido de
deshidratacion_para dar una enona conjugada (Figura 6) (Torres-Sauret et al., 2017).
Las chalconas se pueden generar mediante catalisis basica a partir del producto
alddlico, utilizando @inymecanismo enolato para obtener rendimientos de buenos a
excelentes (60-90%)((3./Zhang et al., 2013; Zhuang et al., 2017). Algunos estudios
indican que el sistema“carbonilo a,B-insaturado del nucleo de las chalconas es
determinante para su bioactividad (Bazzaro et al., 2011; Mai et al., 2014). Sin embargo,
la introduccidn de sustituyentes~en los anillos aromaticos de la molécula base
(metoxilos, hidroxilos y los halégenos) influye en las propiedades biologicas de las
chalconas (Burmaoglu et al., 2017; Karthikeyan et al., 2014; Wang et al., 2016). Ademas,
el incremento de las potencialidades biologica también se atribuye a la sustitucion
de los anillos aromaticos por~heterociclos como indol, pirano, tiofenos, piridina,

pirazinas, entre otros (Karthikeyan'et‘al., 2014).

Figura 6.
Sintesis de chalconas via Claisen Smichtd.

CHy H Base

RI R) R1

R2

Fuente: elaboracion propia
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ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LAS CHALCONAS

El creciente interés en las chalconas puede explicarse por la abundancia de

estudios que describen diversas actividades bioldgicas in vitro, Estas moelculas

funcionaneomo antimicrobiano, antitubercular, antiinflamatoria, antihelminticas,

antioxidante,-antivirales y de manera notable, presentan actividad anticancerigena

en varias lineastcelulares de cancer humano.

Actividad antimicrobiana: Algunos estudios han demostrado que las
chalconas presentan. halos de inhibicibn a concentraciones inhibitorias
minimas comparables scon antibiéticos comerciales frente a cepas de
bacterias Gram positivas y Gram negativas, a través de la inhibicion de
enzimas ADN girasa e hidrofolato reductasa (Omar et al., 2020; Ponce et al.,
2016).

Actividad antiinflamatoria: {+=as chalconas muestran potencial inhibidor
contra varios blancos terapéuticos-involucrados en el proceso inflamatorio,
como las isoenzimas cicleoxigenasa, lipooxigenasa, interleucinas, oOxido
nitrico sintasa y moléculas de-adhesion.celular (Mahapatra et al., 2017) (Boshra
et al., 2020).

Actividad antihelmintica: (de Mgllo et al., 2018) indican que las chalconas
presentan actividad en contra la leishmania, en particular contra la forma de
amastigote. Aunque el mecanismo de accion no“esta bien definido, se cree
que las chalconas alteran la estructura de las miteeondrias del parasito e
inhiben su funcion. Estudios posteriores con licochalcona A’identificaron a la
fumarato reductasa como el objetivo especifico en las_‘mitocondrias del
parasito. Esta enzima es responsable de convertir el fumarato-€n. succinato,
un producto metabdlico esencial. Su inhibicion conduce a una disminucién
de los niveles de succinato en el parasito, suprimiendo el metabolismo de la

glucosa.

Actividad antioxidante: Esta capacidad se basa en diferentes mecanismos

como la eliminacién de radicales libres, la donacion de hidrégeno, el
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enfriamiento de oxigeno singlete y la quelacion de iones metalicos.
Actualmente, las chalconas actuan como sustrato para radicales libres como

superoxido e hidréxido (Jankovi¢ et al., 2020).

Actividad antiviral: En ausencia de una vacuna, las moléculas estan
disefadas_para atacar proteinas virales o factores del huésped necesarios
para apoyar”el ciclo de vida viral dentro de la célula huésped. Se ha
demostrado que las chalconas inhiben diferentes aislados clinicos de VIH de
manera dependiente de la dosis, utilizando células TZM-bl. Los resultados
sugirien que las chalconas pueden ser valiosas como agentes profilacticos y
terapéuticos contra el ¥IH, especialmente aquellas sustituidas con O-bencilo,

identificadas prometedorasipara futuras investigaciones (Cole et al., 2016).

Actividad anticancerigena:\Las chalconas, ya sea como componente
principal, sustituyente .0 cadena Ilateral en diferentes compuestos
biolégicamente activos ‘€omo los esteroides (Hou et al., 2020) y glucdsidos
(Manna et al., 2019) han 'demostrado_ser importantes en tratamiento del
cancer. Estas moléculas son capaces de-destruir células cancerigenas y se
han descrito varios posibles mecanismos«de accion. Dependiendo de las
caracteristicas de las chalconas, se’presenta un potencial inhibidor contra
varios blancos, como, ABCG2 / P-glicoproteina / BCRP, 5a-reductasa,
aromatasa, 17-B hidroxiesteroide deshidrogenasa, HDAC / Situin-1,
proteasoma, VEGF, VEGFR-2 quinasa, MMP-2/9, vias de sefalizacion JAK /
STAT, CDC25B, tubulina, catepsina-K, topoisomerasa-H;yVWnt, NF kB, B-Raf
y mTOR, entre otros. Se cree que la inhibicidn de estas enzimas o proteinas
es clave en el manejo del cancer (Mahapatra et al., 2015). Ademas, las
chalconas son capaces de detener el del ciclo celular y unirse a‘receptores
de muertes DR-5 (Wan et al., 2014).
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LAS CHALCONAS Y SU MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de accion de las chalconas esta asociado a la muerte celular, un
proceso’ fundamental en la homeostasis de cualquier organismo. Aunque la muerte
celular se telaciona ampliamente con la apoptosis, es importante sefalar que no es
la unica via- Ademas de la apoptosis existen la autofagia, necrosis, oncosis,
necroptosis, paraptosis, piroptosis, catastrofe mitdtica y mitoptosis (De Toro, 2006).
Dependiendo de la actividad biolégica de la molécula, se determina el tipo de muerte
celular. Las chalconas;han demostrado su eficacia en el cancer, y se han propuesto

diversos mecanismos de muerte celular.

Un estudio realizado por Bortolotto et al. (2017) (Bortolotto et al., 2017) demuestra
que las chalconas pueden ser citetoxicas para las lineas celulares MCF-7. Al evaluar
el posible mecanismo de accién,las.chalconas provocaron arresto del ciclo celular
en la fase G1 a través de la proteina‘ciclina D1, crucial para la progresion de la fase
G1 ala Sy un biomarcador importante en algunos tipos de cancer, incluido el cancer
de mama, Ademas, indujeron apOptosis mediada por la ruta intrinseca debido a la
inhibicion de Bcl-2 y la induccion_de Baxy“prevocando fragmentacion del ADN

durante la apoptosis.

E bloqueo de transicion G2/M se asocia con<un- aumento de la apoptosis
probablemente debido a la induccidon de catastrofe mitética (Wang et al., 2016).
Asimismo, se ha descrito que las chalconas pueden inducirapoptosis a través de la
via extrinseca mediada por el receptor de muerte 5 (DR5) (Wan et al., 2014). También
inducen apoptosis a través del receptor de membrana ‘Ligando-Fas y Fas,

incrementando la actividad de la caspasa 3, 8 y 9 (Liao et al., 2019).

Otros reportes indican que las chalconas pueden generar mecanismos.de accién
adicionales a la apoptosis, induciéndose autofagia a través de la inhibicion'de genes
de la via PI3K / Akt / mTOR vy la activacién de caspasas. Esto sugieré\que la
inhibicion del promotor puede mejorar los efectos anticancerigenos (Tsai et al.;.2015).
De manera similar You et al. (2019) (You et al., 2019), mencionan la relacién entre a

autofagia y el gen BRCA-1, que subyacen a la resistencia a medicamentos como el

15



cisplatino en el cancer de ovario. La inhibicion de las vias de resistencia combinada
con“otros enfoques quimioterapéuticos puede conducir a nuevas estrategias

eficaces’para prevenir la recaida del cancer y la resistencia a los farmacos.

En general, los mecanismos de accion de los derivados de chalconas, se asocian
en la interrupcién del ciclo celular, la inhibicion de la angiogénesis, la inhibicion de
la polimerizacién.deda tubulina, la induccidn de apoptosis y el dafio en el ADN, (Ducki

et al., 2009; Orlikova'et.al., 2011; Srinivasan et al., 2009).

ANTECENDENTES
SUSTITUCIONES DEL’ANILLO AROMATICO: NITROGENO

Las modificaciones de la molécula base de chalcona en los anillos aromaticos han
permitido generar moléculas con“mayor actividad biolégica, incrementando la
eficacia, estabilidad y acoplamiento. Las sustituciones pueden realizarse en el anillo
Ao en el anillo B de la chalcona«Eigura 4). Entre de las sustituciones descritas se
incluyen: heterociclos (nitrégenos; oxigenos»y azufre dentro del anillo aromatico),
tioles, tiopiranos, piranos, piridina, pirimidina, pirazil, indol, imidazol e izoquinolina.
Se ha destacasdo la importancia del anille,de piridina en el campo de la quimica
farmacéutica debido a: a) el par de electrones libre na esta involucrado en el sistema
aromatico, lo que la convierte en una base y, por lo tanto, mas accesibles para
reaccionar con un protdn; b) su caracter basico, ya que la piridina tiene un marcado
caracter nucledfilo en su nitrégeno, no en el anillo, lo que nosfacilita procesos de

sustitucion electréfilica aromatica)(Insuasty- Obando, 2016).

Chauhan et al. (2014) sintetiz6 chalconas basadas en B-carbolina, sustituyendo el
anillo B de la chalcona base, y evalué su actividad citotoxica frente a_un panel de
lineas celulares de cancer humano. Entre todos los compuestos, se identificé uno
como el analogo mas potente, mostrando una marcada actividad apoptética en

células de cancer de mama (Chauhan et al., 2014)).
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Peerzada et al. (2018) sintetizé una chalcona basada en piridil-indol sustituyendo
ambes anillos aromaticos A y B. La evaluacién de su actividad antiproliferativa in
vitro contra las lineas celulares MCF-7 y HepG-2 revel6 que los compuestos con un
sustituyente~NO2 captador de electrones o terc-butilo donador de electrones
mostraron valores de Clso similares e inducian significativamente la apoptosis en las
células cancerosas. El indol y la piridina son andamios atractivos para el desarrpfifip
de farmacos atractives, y sus derivados poseen un amplio espectro de actividades

bioldgicas, incluida ladnhibicidon contra el cancer (Peerzada et al., 2018)).

SUSTITUCIONES DENTRO DEL ANILLO AROMATICO: FLUOR

En general, los halogenos confieren estabilidad a los farmacos e impiden su fracaso
en estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos. Los compuestos halogenados
atraviesan la membrana celular con mayor facilidad debido a la polaridad conferida
por este tipo de atomos (Burmagglu-et al.;2017; Ponce et al., 2016; Xu et al., 2019). Dado
que los organismos superiores generalmenté no producen sustancias halogenadas,
estas estructuras se consideran potencialmente.farmacos (Herrera-Rodriguez et al.,

2011).

En este contexto, se ha demostrado que chalconas ‘sustituidas con fluor presentan
actividad antibacteriana frente a cepas bacterianas resistentes a farmacos del grupo
de los B-lactdmicos (Xu et al., 2019). La insercion de umatomo de flior en un
compuesto biolégicamente activo resulta en un cambjo™ estérico minimo,
manteniendo asi las interacciones con los sitios activos de la enzima, los sitios de
reconocimiento de receptores y otros sistemas bioldgicos. Ademas, la alta
negatividad electronica del flior puede inducir cambios significativoes en las

propiedades fisicas y quimicas de la molécula (Swallow, 2015).
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SUSTITUCIONES DENTRO DEL ANILLO AROMATICO: METOXILOS

Las ‘evaluaciones estructura-actividad describen que las chalconas con metoxilos
en el anille aromatico han potenciado las actividades citotdéxicas de las moléculas
en lineas celulares. La presencia de estos grupos aumenta la electronegatividad de
la molécula,lo’que incrementa su capacidad de recibir electrones, por lo tanto, sus
interacciones intermoleculares, aumentando asi la potencia de la molécula (Custodio
et al., 2017). Un estudio realizado por Saavedra et al. (2020) demuestra que una
naftaleno-chalcona con,un metoxilo en posicion 5 en anillo aromatico B presenta
una Clso menor que la molécula sin este sustituyente (Clso=2.8 + 0.2 yM vs 9.7
2.0 yM) (Saavedra et al., 2020), confirmando la importancia del metoxilo como
sustituyente. Ademas, la sustitticion con dimetoxilos en 3,4-dimetoxiacetofenona ha
mostrado la capacidad para inhibir‘el crecimiento bacteriano y fungico, siendo mas
efectiva que sus andlogos con otros’ tipos de sustituyentes (Sathiyamoorthi et al.,

2013).

BIOISOTERISMO EN CHALCONAS

El bioisoterismo se basa en la idea/de que losesustituyentes quimicos de un
compuesto con propiedades fisicas o quimicas similares (como tamafo, acidez y
polaridad) pueden producir una actividad biolégica similar en otro compuesto. Uno
de los remplazos bioisostericos mas utilizados en la quimica farmacéutica es el del
atomo de hidrégeno por un atomo de fluor. Dado que el atomo de fluor es similar en
tamano al de hidrogeno, la topologia general de la molécula_no se ve afectada
significativamente, manteniendo intacta la actividad biolégica deseada. El propdsito
de intercambiar un atomo por otro es ajustar las propiedades biolégicas deseadas
y mejorar las interacciones con el receptor, asi como la farmacocinética y el

metabolismo (Burmaoglu et al., 2016; Lépez, 2015).

En este sentido, las chalconas han sido modificadas mediante el efecto ‘del
bioisoterismo. Burmaoglu et al. (2016) demostraron que las moléculas ‘que

presentaban el efecto del bioisoterismo, en comparacion con el analogo base, eran
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mas._eficaces en las lineas celulares de cancer (Burmaoglu et al., 2016). Asi mismo,
este~efecto ha demostrado ser efectivo para mejorar la actividad antibacteriana,
haciendo ala molécula de chalcona mas potente y soluble. Feldbaek Nielsen et al.
(2004) mostraron concentraciones inhibitorias minimas de 2 yM para la molécula
modificada, “eh. comparacion con el analogo base (> 100 pM), mejorando
notablemente la solubilidad. Ademas, el mecanismo de accion de las dos moléculas
era diferente: la molécula modificada era bacteriostatica, mientras que el analogo
base era bactericida (Feldbaek Nielsen et al., 2004)). Esto podria ser una ventaja, ya
que se cree que los compuestos bactericidas son mucho mas toxicos para las

células de mamiferos que los'‘Compuestos bacteriostaticos (Gomes et al., 2017).

La participacion de las chalconas, en el desarrollo de futuros medicamentos es cada
vez es mayor. Los investigadores'han sintetizado nuevas moléculas con estructura
de chalconas y han observado sus actividades biologicas. Por ejemplo, Torres-
Sauret et al., (2017) sintetizaron nuevas chalconas que incluian metoxilos en el
anillo B y grupos nitro en el mismo.anillo aromatico, Ademas, realizaron un cambio
de un fluor por un hidrogeno para‘obtener dos nuevas moléculas, las cuales fueron
evaluadas por su actividad anticancerigena en lineas celulares de cancer de mama

y Cervix.

LINEAS CELULARES

Como primer punto, la linea celular MCF-7, de tipo epitelio - mamario y proveniente
de cancer de mama, fue aislada por primera vez de una mujer adulta de 69 afios en
la Michigan Cancer Foundation-7, en Detroit. Estas células poseen receptores
hormonales de estrégenos y progesterona, respondiendo proliferativamente a los
estrogenos. Su tamafio oscila entre 20 y 25 micrones. Esta linea Celular esta
clasificada como luminal A debido a la presencia de receptores de estrogenoy;la baja
presencia de la proteina Ki-67 (<14%) y los receptores de HER-2 negativos
(Goldhirsch et al., 2011; Yuan et al., 2016). En monocapas, su morfologia forma

estructuras de domo debido a la acumulacion de liquido entre la placa de cultivo y.
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la monocapa celular (European Colletion of Authenticated Cell Cultures, n.d.). El
tratamiento quimioterapéutico se basa en agentes anti-estrogenos como el
tamoxifenoe o inhibidores de la aromatasa. En tamoxifeno induce la deteccion de la
fase GO / G4y G2 / M, promoviendo significativamente la apoptosis (Semina et al.,

2017).

Por otro lado, la’linea celular MDA-MB-231, Aislada del Centro Oncolégico MD
Anderson de la Universidad de Texas y proveniente de cancer de mama, se clasifica
como triple negativo (hasal like) debido a la ausencia de receptores hormonales y
HER-2, y a la expresiéon“del oncogén WNT7B (Welsh, 2013). Este tipo de cancer
tienen un fenotipo agresivo, mal prondstico, con mayor probabilidad de metastasis
y deficiencia en valores especificos y terapéutico. La terapia estandar combina
cirugia y/o radioterapia con agentes quimioterapéuticos estabilizadores de
microtubulos como taxanos (palictaxel)\y las antriciclinas (doxorubicina) (Yao et al.,

2017), aunque se ha demostrado los efectos,adversos asociados.

En el cancer de cérvix se han identificado 15 tipos oncogénicos confirmados, siendo
los tipos 16 y 18, presentes en la linea celular SiHa,.responsables del 70 % de todos
los canceres de cérvix. Esta linea celular, obtenida de carcinoma de células
escamosas segun la ATCC, destaca por.la‘propiedad oncogénica principal de las
proteinas virales E6 y E7. Estas proteinas tienen la €apacidad de inactivar a las
proteinas celulares supresoras de tumor pRB y p53, respectivamente, permitiendo
la transformacion e inmortalizacion de las células infectadas. La inactivacion de los
genes supresores de tumor ya sea por mutaciones génicas o porpresencia de virus,
genera la desregulacion del ciclo celular y la activacion de varios protooncogenes
(Vazquez-Ortiz et al., 2005).
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JUSTIFICACION

El caneer es un proceso de crecimiento y diseminacién incontrolado de células.
Originadospor la transformacion de células normales en tumorales. Actualmente,
sigue siendo_uno de los mayores retos de la Salud Publica, ya que a nivel mundial
es la segunda.causa de muerte y el numero de casos continua en aumento. En
México, la situacion+no es diferente: el cancer es la tercera causa de muerte
después de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes. Entre las neoplasias
con mayor mortalidad\en mujeres se encuentran el cancer de mama, cérvico-

uterino, tiroides y colon.

Para combatir esta enfermedad.se han desarrollado farmacos terapéuticos que no
solo eliminan las células cancerosas, sino también las sanas: Ademas, algunos
pacientes no responden positivamente a los tratamientos y presentan efectos
adversos, sumado a que los tratamientes son muy costosos. Por ello, se ha opotado
por moléculas provenientes” [de fuentes- naturales, como las chalconas,que
presentan actividad antiproliferativayen lineas celulares de cancer. Determinar los
efectos de los derivados de chaleohas en’las'lineas celulares asociadas a las
neoplasias de mayor prevalencia ‘ep~el pais’ nos permitira incrementar el
conocimiento sobre alternativas terapéuticas mas_eficientes, potentes, seguras y

accesibles, mejorando asi la salud y calidad de vida de€ las personas.
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HIPOTESIS

Los derivados’ de chalconas exhiben actividad antiproliferativa en lineas

celulares de cancer a través de la induccion de apoptosis.
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OBJETIVOS

GENERAL

e Evaluarlaactividad anticancerigena de los derivados de chalconas en

lineas celulares provenientes de cancer.

ESPECIFICOS

e Sintetizar y caracterizar quimicamente los derivados de chalconas.

e Determinar el efecto antiproliferativo de los derivados de chalconas en las
lineas celulares de cancer. MDA-MD231, MCF-7y SIHA; y no cancerigena:
MCF-10A

e Evaluar el posible meeanismo de_induccion de accion (apoptotico) de las

chalconas en las lineas celulares de cancer.
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METODOLOGIA

Tipo de inyestigacion: experimental.

SINTESIS Y.CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS DE CHALCONAS

La sintesis de los derivados de chalconas se realizd a través de la condensacion de

Claisen-Schmidt (Figura 7).

Figura 7.

Sintesis de los derivados de chalconas, mediante condensacion de Claisen-Schmitd.
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La purificacion de los derivados de chalconas se realizé mediante cromatografia en
columna, utilizando silica gel MERCK 60 (0.2 - 0.5 mm) como absorbente, y
cristalizacion con pares de disolventes, como se describe en la sintesis de cada

derivado.

La resonanciamagnética nuclear de hidrégeno (RMN-"H) se realizé en un equipo
Bruker AscendTMgsa 500 y 600 MHz, utilizando tetrametilsilano (TMS) como
referencia y metanol/deuterado (CD3OD) y cloroformo deuterado (CDCIs3) como
disolventes. Los desplazamientos quimicos se expresan en partes por millén (ppm).
La terminologia utilizada es la siguiente: sefial simple (s), sefal doble (d), sefal triple

(t) y sefial multiple (m), J (conStante de acoplamiento).

La resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN-13C) se realizé en un equipo
Bruker Ascend™ a 125 MHz. Utilizapdo tetrametilsilano (TMS) como referencia y
metanol deuterado (CD30D) y cloroformo deuterado (CDCIs) como disolvente. Los

desplazamientos quimicos se expresanen partes por millon (ppm) o 6.

La Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon acoplada a Espectrometria de Masas
(HPLC-MS) se realiz6é en un equipo Agilent Technologies 1290 Infinity Il. Los pesos
moleculares se determinaron por impactoelectronico (IE) a 100 V, y el valor del ion

molecular se expresa como m/z [M+H]".

SINTESIS DE CHALCONA 1

En un matraz de fondo redondo se colocaron 8 ml de etanol y 0.81 mM de
benzaldehido. Esta mezcla se agitdé constantemente a 0°C.#Posteriormente, se
agregaron 0.81 mmol de 2-acetilpirazina y cuatro mL de una soluciéon 1M de NaOH
(0.81 mmol) por goteo. La mezcla se mantuvo en agitacion hasta alcanzar 28 + 2
°C. El progreso de la reaccion se monitore6 por cromatografia en capa fina (CCF)
utilizando una mezcla de hexano-acetato de etilo (Hexano/AcOEt, 8:2). Las,placas
se visualizaron bajo una lampara de luz ultravioleta y se revelaron con| acido
sulfarico (H2S04) al 5% en metanol. El sélido obtenido se filtrd, lavé con agua fria.y

secod a 40°C en una estufa. Posteriormente, se purificd6 mediante una columna
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cromatografica utilizando una mezcla de Hexano/AcOEt (95:5). La fraccion de
interés se cristalizd utilizando un par de disolventes (diclorometano/hexano). El
producte’resultante fue caracterizé6 mediante RMN-'H, RMN-'3C y HPLC-MS.

SINTESIS DE CHALCONA 2

En un matraz“de fondo redondo se colocaron 8 mL de etanol, y 0.81 mM de
benzaldehido. Esta»mezcla se agitdé constantemente a 0°C. Posteriormente, se
afiadieron 0.81 mmol.de 2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil-etanona y 4 mL de una solucién
1M de NaOH (0.81 mmol).por goteo. La mezcla se dejo en agitacion hasta alcanzar
28 1+ 2 °C. El progreso de'la reaccion se siguié por CCF utilizando una mezcla de
Hexano/AcOEt (8:2). Las placas se visualizaron bajo una lampara de luz ultravioleta
y se revelaron con acido sulfurie0)y(H2S04) al 5% en metanol. El sdlido obtenido se
filtrd, lavo con agua fria y secé a40°C en una estufa. Posteriormente, se purifico
mediante una columna cromatografica, utilizando una mezcla de Hexano/AcOEt
(95:5). La fraccion de interés se cristalizd utilizando un par de disolventes
(diclorometano/hexano). El producto_resultante se caracterizé por RMN-'H, RMN-
13C y HPLC-MS.

SINTESISDE-CHALCONA 3

En un matraz de fondo redondo se colécaron 8 mL-de etanol, y 0.81 mM de 4-
fluorbenzaldehido. Esta mezcla se agité constantemenie-a 0°C. Posteriormente, se
afiadieron 0.81 mmol de 2-acetilpirazina y cuatro mL de una solucién 1M de NaOH
(0.81 mmol) por goteo. La mezcla se dejo en agitacion hasta‘alcanzar 28 + 2 °C. El
progreso de la reaccion se siguié por CCF utilizando una mezcla‘de Hexano/AcOEt
(8:2). Las placas se visualizaron bajo una lampara de luz ultravioleta y se revelaron
con H2S04 al 5% en metanol. El sélido obtenido se filtro, lavé con aguavfria y seco
a 40°C en una estufa. Posteriormente, se purific6 mediante dna columna
cromatografica utilizando una mezcla de Hexano/AcOEt (95:5). La fraecion de
interés se cristalizé utilizando un par de disolventes (diclorometano/hexane). El
producto resultante se caracterizdé por RMN-'H, RMN-"3C y HPLC-MS.
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CRECIMIENTO DE LINEAS CELULARES

Se obtuvieron las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 [cancer de mama humano
triple negativo (Basal like)] provenientes de cancer de mama de subclasificacion
lumina A [(receptor de estrégeno (ER, +) y/o receptor de progesterona (RP, +), HER2
(-) y Ki67<14%]};. la linea celular SiHa de cancer de cérvix (VPH 16) y una linea
celular no cancerigena, MCF-10A, de tejido mamario de ATCC (American Type
Culture Colletion). lkas lineas celulares cancerigenas se cultivaron a 37 °C durante
72 horas en cajas de~10 x 20 mm, utilizado el medio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) alto en _glucosa, suplementado con suero fetal bovino al 5% y
penicilina 10uM/mL - estreptomicina 25ug/mL), y con COz2 al 5%. La linea MCF-10A
se cultivd a 37 °C durante*#2 horas en el medio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEN F-12) suplementado (suero de caballo 5%,
insulina (10ug/mL), factor de crecimiento (1ug/uL) hidrocortisona (0.5 ug/mL) y

penicilina 10uM/mL - estreptomigina 25ug/mL), y con CO:2 al 5%.

CONTEO CELULAR

Una vez que las lineas celulares alcanzaron el 80% de confluencia, se lavaron con
Buffer de Fosfato Salino (PBS) pH 7.2. Posteriorménte, se adicionaron 700 uL de
tripsina-EDTA 0.5% 1X (Gibco®), se incubaron a 37°G*y 5% de CO:2 durante 45
segundos. Luego; se agregd 6 mL medio de cultivo DMEN.alto en glucosa o DMEN-
12. Se tomd una alicuota de 10 pL, se mezclé con 40 uL de;PBS y 50 uL de azul de
tripano (Sigma Aldrich). Finalmente, se tomaron 20 pL de la mezela y se colocaron
en una camara de Neubauer para realizar el conteo de viabilidad.celular. El calculo

se realiz6 mediante la siguiente formula:

# cel.  promedio
2 4

# células/ mL = (10) (10,000)

Donde:
# cel. = sumatoria de las células contadas en las cuadriculas de recuento
2 = numero total de cuadriculas de recuento

promedio = resultado del cociente previo
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4 = numero de cuadrantes por cada cuadricula de recuento
10 =\dilucion realizada

10,000 ="numero total de células por pozo

TRATAMIENTO CON LAS CHALCONAS 1,2y 3

Las lineas celulares.en estudio se sembraron a una densidad de 1x10* células por
pozo en una placa de cultivo de tejidos de 96 pozos y se incubaron durante 24 h en
una atmésfera humedaa 37 °C y 5% de CO2. Posteriormente, las células se trataron
con los derivados de chaleonas 1, 2 y 3 a diferentes concentraciones (ver Tabla 1)
disueltos DMSO. Se utiliz6tDMSO como blanco y las células sin tratamiento como
control negativo. Después devagregar el tratamiento a los cultivos, se incubaron a
37 °C en atmosfera humeda con % -de CO2 durante 72 h. Posteriormente, se realiz
el ensayo de MTT. Finalmente sevcalculdé la Clso y se generaron las curvas
concentracion-respuesta de lasslineas celulares utilizando el software GraphPad
Prism 5.0.

Tabla 1.

Concentraciones uM de chalconas para tratamiento en las lin€as-celulares.

Chalcona 1 Chalcona 2 Chalcona 3
20 5 20
40 10 40
60 15 60
80 20 80
100 25 160
120 30 120
140 35 140
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Parasdeterminar el tiempo en que las chalconas 1, 2 y 3 presentaron mayor
actividad, se realizé una cinética de reaccion en las lineas celulares provenientes
de cancer.durante 0, 24, 48 y 72 horas. Siguiendo el protocolo anterior, las lineas
celulares fueron tratadas con la Clso de los derivados de chalconas (ver Tabla 3).
Las lecturas'se realizaron a las 0, 24, 48 y 72 horas. Durante los tiempos de lectura
las células se mantuvieron a 37 °C y en atmodsfera humeda con 5% de CO2. Al
concluir los tiempossde incubacién, se realiz6 la prueba de viabilidad celular MTT y

se calcularon los resultados utilizando el software GraphPad Prism 5.0.

ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR POR MTT

Después de tratar los cultivos“gelulares con las chalconas 1, 2 y 3, se evaluo la
viabilidad celular mediante el métode MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol). Este método se basa en la reduccién del MTT en 5-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphénylformazan~(formazan) por accion de la enzima
mitocondrial succinato deshidrogénasa. Se“incubaron 100 pyL de MTT (0.25 mg /
mL) (Sigma Aldrich) en medio clare alto en' glucosa (Gibco®) durante 1 h.
Posteriormente, se retiré el medio y sé adicionaren 100 uL DMSO (Dimetilsulféxido)
para disolver los cristales de formazan., La viabilidad celular se midié por
espectrofotometria utilizando un lector de ‘microplacas«The synergyHT, BioTek) a
540 nm, donde la cantidad de formazan producida es directamente proporcional al
numero de células vivas. Los resultados se expresaron en-porcentaje de viabilidad
celular en comparacion con el 100% del control negativo. Los €nsayos se realizaron

triplicado con seis repeticiones cada uno.

DETERMINACION DEL MECANISMO DE MUERTE CELULAR

EXTRACCION DE ADN

La linea celular MDA-MB-231 se sembré a una densidad de 4 x 10° células en_una
caja de cultivo de 100x20 mm, utiliizando medio de cultivo DMEN alto en glucosa.
Las células se incubaron en atmoésfera humeda con 5% de CO2 a 37 °C durante 24
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h. Tras la la incubacion, se afiadio a la Clso de la chalcona (ver Tabla 3) y un control
negativo con DMSO. Las células se incubaron en atmésfera humeda con 5% de
CO2 a 37 °C'durante 24 h mas. Posteriormente, las células se recolectaron y lavaron
dos veces.con PBS. Se adicionaron 20 pg/mL de proteinasa K (BioLabs) y se
incubaron 1.h“a 37 °C. Concluida la incubacién, se agregaron 300 pL de agua
inyectable con un volumen igual de la mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1). La mezcla=se, centrifugd a 11 000 rpm durante 15 min a 4 °C. Luego, se
adicion6 0.1 volumen~de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2 volumenes de etanol
absoluto. La mezcla se(dejé toda la noche a —20 °C, se centrifugé a 12 000 rpm
durante 20 min y se lavo con.etanol al 70 %. Finalmente, se resuspendié en 50 uL
de agua inyectable. EI ARN presente en la muestra se elimin6 con la adicion de 0.5
ML de RNAsa y se incub6 durante 1.h a 37 °C.

ELECTROFORESIS EN AGAROSA AL 2%

Para evaluar la apoptosis por fragmentaciony se extrajo ADN de la linea celular
MDA-MB-231 y se separo por electroforesis enun-gel de agarosa al 2%. Se utilizé
bromuro de etidio como agente intercalante y las bandas resultantes se visualizaron

en un transiluminador UV de la marca Majer Science.

EXTRACCION DE PROTEINAS, SDS-PAGE Y ANALISIS'DE WESTERN BLOT

Se colocaron células MDA-MB-231 (4 x 108 células) en una placa de cultivo de 100
x 20 mm durante 24 h. Posteriormente, se trataron con Clso (uM)-de las chalconas.
Las células tratadas durante 24 horas se recolectaron y lisaron ensuin tampon de
lisis de RIPA [NaCl 150mM, Triton X-100, Desoxicolato 0.5%, SDS 0:14%,Tris (pH
7.4) 50mM] en frio. Los lisados se centrifugaron a 12,000 rpom a 4° C durante 20
minutos y la proteina solubilizada total de cada muestra se cuantifico mediante el
método de Lowry (Lowry et al., 1951). Se cargaron 80 ug de proteina en cada pacillo
de un gel SDS-PAGE al 12%, y las proteinas se transfirieron por electrotransferencia

a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) a 13 V durante 40 minutos. Las
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membranas se bloquearon con one/step con anticuerpo contra DR4 (1:10,000, Fine
test)y'DR5 (1:2,500, Fine test) durante 24 horas y como anticuerpo secundario anti-
conejo (1:20,000 y 1:15,000, Licor) durante 1 hora, respectivamente. Finalmente,
los anticuérpos secundarios reaccionaron con el sustrato Clarity Western ECL
Blotting (BIO“RAD). Se realizd un analisis densitométrico y se hicieron
comparaciones; de diferenciacion a través de una t-Student en el software

estadistico GraphPad\Prism 5.0.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos para la determinacion de la Clso fueron analizados utilizando el
software estadistico GraphPad'Prism 5.0. Ademas, se evalud la cinética por tiempo
comparando el control con el tratamiento mediante una prueba ANOVA de una via,
seguida de la prueba de Dunnett, también en GraphPad Prism 5.0. Para evaluar las
diferencias en analisis densitomeétrico dedas’pruebas de Western Blot, se utilizé una

prueba t-Student comparando el eontrol con-€l tratamiento en el mismo software.
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RESULTADOS
CHALCONA 1,2y 3

Como restltado de la sintesis, se obtuvieron 3 moléculas: chalcona 1, chalcona 2 y
chalcona 3 (ver Figura 7). Los compuestos purificados se observaron en CCF,
utilizando hexane/acetato de etilo (8:2) como fase mavil. Al revelar la placa, se
identificaron los'\compuestos correspondientes a las chalconas en la parte superior
(chalcona 1, rf= 0.500.€m; chalcona 2, rf= 0. 578 cm; y chalcona 3, rf= 0.447 cm),
como se muestra en la_Figura 8.

Figura 8.
CCF de las chalconas 1, 2 y 3.

Chalcona 1
Chalcona 2
Chalcona 3
Chalcona 1
Chalcona 2
Chalcona 3

Nota: Fase movil hexano:acetato de etilo (8:2). A) visualizada con luz-UV;
B) revelada con H,SOj4 al 5% en metanol.

RMN-'H'Y RMN-"*C DE LAS CHALCONAS 1,2y 3.
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A continuacion, se presentan los resultados. En el anexo 1 se muestra los espectros
de RMN.de 'H y '3C.

Chalcona 1.- (E)-3-fenil-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona. Se obtuvieron 144.70 mg
(85 % rendimiento) de un solido verde cristalino, con punto de fusion fue de 98-100
°C. RMN 'H (500-MHz, CDs0OD): 5 9.28 (H-3’, d, J = 1.4 Hz), 8.82 (H-6’,d, J= 2.5
Hz), 8.80 (H-5’, dd, = 2.5, 1.5 Hz), 8.23 (H-q, d, J = 16.0 Hz), 7.96 (H-B, d, J=16.0
Hz), 7.79 — 7.74 (H=2,)m), 7.50 — 7.44 (H-3 y H-4, m). RMN '3C (125 MHz, CD30OD):
0 188.5 (C=0), 148.6(C2’), 147.3 (CF’), 145.3 (CPB), 143.9 (C3’), 143.8 (C5’), 134.8
(C1), 130.8 (C4), 128.8 (€3), 128.5 (C2), 119.9 (Ca).

Figura 9.
Estructura de la chalcona 1.

Chalcona 2.- (E)-3-fenil-1-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona. Se
obtuvieron 188.80 mg (82 % rendimiento) de un sélido amarillo cristalinoycon punto
de fusién de 82-84 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCI3): 3 14.32 (OH, s), 7.90.(H-8, d, J
=16.0 Hz), 7.78 (H-qa, d, J = 15.6 Hz), 7.63-7.58 (H-2, m), 7.43 — 7.35 (H-3 y-H-4,
m), 6.10 (H-5, d, J = 2.5 Hz), 5.96 (H-3’, d, J = 2.5 Hz), 3.91 (H-8, s), 3.83 (H-7, 9).
RMN '3C (125 MHz, CDCl3): & 196.7 (C=0), 168.4 (C4’), 166.3 (C2’), 162.5 (C8)),
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135,6(C1), 130.1 (C4), 128.9 (C3), 128.4 (C2), 127.5 (Ca), 106.3 (C1’), 93.8 (C3),
91.34C5’), 55.9 (C8'), 55.6 (C7").

Figura 10¢
Estructura de"la.chalcona 2.

Chalcona 3.- (E)-3-(4-fluorofenil)-1=(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona. Se obtuvieron
120.10 mg (65 % rendimiento) de unsdlido verde cristalino, con un punto de fusion
de 120-122 °C. RMN 'H (600MHz, CDCl3)+- 9.38 (H-3’, d, J = 1.1 Hz), 8.78 (H-6’,
d, J = 2.3 Hz), 8.69 (H-5', t, J= 1 IcHz), 8.11.(H-a, d, J = 16.0 Hz), 7.94 (H-B, d, J =
16.0 Hz), 7.72 (H-2, dd, J = 8.6, 5.5/Hz), 7124H-3, t, J = 8.6 Hz). RMN '3C (150
MHz, CDCIs3): 6 188.4 (C=0), 164.5 (C4),-148.4 (C2), 147.5 (C6’), 145.0 (C3’), 144.3
(CB), 143.3 (C5’), 131.1 (C1), 130.9 (C2)#119.9 (Cay), 116.2 (C3).

Figura 11.
Estructura de la chalcona 3.
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HPLC-MS DE LAS CHALCONAS 1,2Y 3

En laTabla 2 se muestra el rendimiento y pureza de cada molécula de las chalconas

obtenidas.

Tabla 2.
Rendimiento y pureza’de-las moléculas de chalconas sintetizadas.

Chalcona Rendimiento Pureza
1 85 % 98.88 %
2 82 % 99.57%
3 65 % 99.73%

Los resultados indican la presenciadel ion positivo EI-MS: m/z 211.08 [M + H]* para
la chalcona 1 (Calculado para C13H10N20, 210.07); m/z 285.11 [M + H]* para la
chalcona 2 (Calculado para CizH1604,7284.10); y m/z 229.07 [M + H]* para la
chalcona 3 (Calculado para C13H{0EN20, 228.06). Los cromotagramas se muestran

en el Anexo 2.

EVALUACION DEL EFECTO ANTIPROLIFERATIVO Y CALCULO DE LA
Clso DE LAS CHALCONAS EN LINEAS CELULARES,DE CANCER

Se evalud la actividad antiproliferativa de los derivados de chaleonas 1,2y 3 en las
lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231 y SiHa a través del ensayo del MTT.

MCF-7
Se evaluaron las chalconas en la linea celular MCF-7, para conocer su aectividad
luminal A (RE (+) y/o RP (+), HER2 (-) y Ki67<14%). En la Figura 12 se muestra la
curva concentracion-respuesta de las chalconas 1, 2 y 3, donde se observa que la

disminucién de la viabilidad celular es directamente proporcional al aumento de la
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concentracion de cada chalcona. Las chalconas 1 y 3 muestran efectos a partir de
40 pM._La chalcona 2 representada en negro en la grafica, es la mas sensible,
mostrando.efectos a partir de 5 uM. En el Anexo 3 se incluyen imagenes obtenidas
con un micrescopio invertido a 10X, después del tratamiento con las chalconas 1, 2
y 3, donde\.se.observa la modificacion de la linea celular en funcion de la
concentracion. Para calcular la Clso de cada chalcona, los datos se transformaron a

logaritmo, Tabla 37 Las graficas transformadas se muestran en el Anexo 3.

Figura 12.
Curva concentracion - respuesta d€ lasschalcona 1, 2 y 3 en la linea celular MCF-7.

MCF-7
100 -e- Chalcona 1
-# Chalcona 2
T 754 —— Chalcona 3
=
R 50-
>
O\O
25+
O v 1 v 1 i .I 1 1 1

0 10 20 30 40 60 80 100 120 140
Concentracion uM

Nota: Curva de la viabilidad celular de la chalcona 1, 2 y 3 sobre la linea\celular MCF-7 en
diferentes concentraciones (0-140 pM). Control: DMSO. Los datos son expresados como el
promedio + DE. Realizado por triplicado con seis repeticiones cada experimentos
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MDA-MB-231

Para-evaluar la actividad antiproliferativa en una linea celular triple negativo, debido
a la ausengcia de los receptores hormonales y de HER-2, se analizaron las chalconas
en la linea~celular MDA-MB-231. La Figura 13 muestra una disminucion de la
viabilidad celular que es directamente proporcional al aumento de la concentracion
de cada chalcona. 'La chalcona 2 muestra efectos a partir de los 5 uM, la chalcona
1a40 yM y la 3 a/60 uM. En el Anexo 4 se incluyen imagenes obtenidas con un
microscopio invertidogen 10X después del tratamiento con las chalconas 1, 2 y 3,

donde se observan modificaciones en la linea celular en funcién de la concentracion.

Figura 13.

Curva concentracion - respuesta de las ehalcona 1, 2 y 3 en la linea celular MDA-MB-231.

MDA-MB-23%
100 -o- Chalcona 1
-& Chalcona 2
T 75 -+~ Chalcona 3
=
8 50
>
x
25+
O v 1 v 1 v 1 i II 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 60 80 100120 14
Concentracion uM

Nota: Curva de la viabilidad celular de la chalcona 1, 2 y 3 sobre la linea celulassMPA-MB-231
en diferentes concentraciones (0-140 uM). Control: DMSO. Los datos son expresades como el
promedio + DE. Realizado por triplicado con seis repeticiones cada experimento.
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Para.calcular la Clso de cada chalcona, los datos se transformaron a logaritmo, Tabla

3. Las“graficas transformadas se muestran en el Anexo 4.

SiHa

El modelo utilizado para evaluar al cancer de cérvix fue SiHa, una linea celular
derivada de unm carcinoma de células escamosas de grado Il, atribuida al virus del
papiloma humane. fras evaluar a las chalconas en esta linea de cancer, la Figura
14 muestra la curva_concentracion—respuesta de las chalconas 1, 2 y 3, donde se
observa que la disminucion de la viabilidad celular es directamente proporcional al
aumento de la concentraCion de cada chalcona. La chalcona 2 representada en
negro en la grafica, es la mas sensible, mostrando efectos a partir de 10 yM. En
comparacion, las chalcona 1 y3 presentan efectos similares a partir de 40 uM. En
el Anexo 5 se incluyen imagenes obtenidas con un microscopio invertido a 10X
después del tratamiento con las-chalconas 1, 2 y 3, donde se observa la
modificacion de la linea celularen funcién de la concentracion.

Figura 14.
Curva concentracion - respuesta de las chalcona 1, 2'y3 em la linea celular SiHa.

SIHA
100 -~ Chalcona 1
-& Chalcona 2
= 75 = Chalcona 3
=
=
S 504
>
=S
254
0 1T h T T T 1

0 10 20 30 40 60 80 100 12
Concentracion uM

Nota: Curva de la viabilidad celular de la chalcona 1, 2 y 3 sobre la linea celular SiHa en diferentes
concentraciones (0-140 uM). Control: DMSO. Los datos son expresados como el promedio,+ DE.
Realizado por triplicado con seis repeticiones cada experimento.
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Para.calcular la Clso de cada chalcona, los datos se transformaron a logaritmo, Tabla

3. Las“graficas transformadas se muestran en el Anexo 5.

Tabla 3.

Efecto antiproliferativo de las chalconas 1, 2 y 3 en las lineas celulares de cancer a las 72 h de
tratamiento.

I
/
Rs R> Rj Re
Actividad antiproliferativa (Clso, pM)
MDA-MB-231 MCF-7 SIHA
Comp Ri R Rs3 R4 Rs Re

1 N N H H H H 65.82+5.10 67.60 +4.14 53+ 14.35
2 C C OMe OH OMe./H 1F92+248 15.01 +1.62 19.4 +3.24

3 N N H H H E7\76.78+4.03 87.29 +4.76 60 +21.19

Taxol - - - - - - 50

*Tamo - - - - - - - 8

Nota: Se muestran las Clso de las moléculas de chalconas en las lineas\celulares de cancer. Los
datos son expresados como el promedio + DE. *Tamo=tamoxifeno.

CINETICA DE TIEMPO DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DE LOS
DERIVADOS DE CHALCONAS

Con la finalidad de determinar el efecto antiproliferativo de las chalconas 1, 2 y 3

con respecto al tiempo se realizé una cinética para cada linea celular utilizando la
Clso.
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MCF-7

En [aFigura 15 se observa al control (células cancerigenas tratadas con el vehiculo
de las chalconas) manteniendo su proliferacion hasta las 72 h. Sin embargo, en
presencia‘de“las chalconas 1, 2 y 3 se observo una inhibicion de la proliferacion
celular, en busqueda de la viabilidad celular del 50% se presentaron a diferentes
tiempos, siendotentre 24 y 48 horas el rango, ademas se resumen los tiempos en la
Tabla 4. Asi mismose\realizé un analisis estadistico de ANOVA de una via seguido
de la prueba Dunnett,comparando cada tratamiento versus control, donde se
observa una diferencia (significativa de p <0.0001. En el Anexo 6 se incluyen las
fotografias tomadas por cada-tiempo con su respectivo control.

Figura 15.
Curva tiempo - respuesta de las chalcona 5.2 y 3 en la linea celular MCF-7.

MEF-7
400+ -e- Control
3001 -= Chalcona 1
3 2004 —+— Chalcona 2
2 100 -+ Chalcona 3
=
© 754
2
S 501
254
0 T T L
0 24 48 72

Tiempo

Nota: Curva de la viabilidad celular de la chalcona 1 (67.6 uM), 2 (15.01 uM) y 3 (87229 uM) sobre
la cinética por tiempo de MCF-7 durante 0, 24, 48 y 72 horas. Control: DMSO. Los datos son
expresados como el promedio + DE. Realizado por triplicado con seis repeticiones cada‘experimento.
Con diferencia significativa mediante ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnett, *p<
0.0001 comparando control vs chalcona 1, 2 y 3.
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Tabla4.
Cinéticasde tiempos de las chalconas 1, 2 y 3 en la linea celular MCF-7 durante tratamientos de 0,
24, 48 y*72\horas.

Porcentaje de viabilidad celular

Tiempo Control Chalcona 1 Chalcona 2 Chalcona 3
0 100.00 +9.75 100.00 +9.75 100.00 +9.75 100.00 +9.75
24 20222\+4.55 68.13 +7.89 71.19+8.76 66.08 +5.48
48 317.67+5.00 62.69 +5.28 44.12+4.74 36.27 +21.73
72 401.71 + 29462 63.16 +11.02 27.48 +6.41 29.38 + 16.15

Nota: Viabilidad celular en porcentaje de las moléculas de chalconas 1, 2 y 3 en la linea celular
MCF-7. Control: DMSO. Los datos.son expresados como el promedio + DE.

MDA-MB-231

La linea celular MDA-MB-231"se encuentra representada en la Figura 16 se
visualiza al control (células cancenigenas_tratadas con el vehiculo) con una
proliferacion continua hasta las 72 horas, por otrg-lado, las chalconas 1, 2 y 3 se
observa un efecto inhibitorio en diferentes‘tiempos®en el 50% de la viabilidad celular
los cuales se resumen en la Tabla 5. Asi miSmo se realizé un analisis estadistico de
ANOVA de una via seguido de la prueba Dunnett comparando cada tratamiento
versus control, donde se observa una diferencia significativa de p <0.0001. Ademas,
en el Anexo 7 se incluyen las fotografias tomadas por cada tiempo con su respectivo

control.
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Figura’16.
Curva tiempo - respuesta de las chalcona 1, 2 y 3 en la linea celular MDA-MB-231.

MDA-MB-231
400+
G -e- Control
4,0_,,,————’0””'————0 —%- Chalcona 1
E 2004 —4— Chalcona 2
% 100 -+ Chalcona 3
©
- — 7 -
50-
25- *
0 - - '
0 24 48 72

Tiempo

Nota: Curva de la viabilidad celular deda chaleona 1 (65.82 uM), 2 (11.92 uM) y 3 (76.78 uM) sobre
la cinética por tiempo de MDA-MB-23 L.durante*Q; 24, 48 y 72 horas. Control: DMSO. Los datos
son expresados como el promedio +#"DE.-Realizade por triplicado con seis repeticiones cada
experimento. Con diferencia significativa. mediante ANOVA de una via, seguido de una prueba de
Dunnett, *p< 0.0001 comparando control vs/chaleona 1§ 2_y. 3.

Tabla S.
Cinética de tiempo de las chalconas 1, 2 y 3 en la linea celular MDA-MB-231 durante tratamientos
de 0, 24, 48 y 72 horas.

Porcentaje de viabilidad celular

Tiempo Control Chalcona 1 Chalcona'2 Chalcona 3
0 100 +11.00 100 + 11.00 100.0 +11.00 100 +11.00
24 204.13 +8.50 81.91 +8.83 66.47 +5.78 58.01 +11.02
48 276.24 + 4.67 69.43 +8.61 36.87 +8.15 45254 11.40
72 327.06 +2.84 49.78 + 13.38 26.37+9.12 27.76.47.33

Nota: Viabilidad celular en porcentaje de las moléculas de chalconas 1, 2 y 3 en la linea célular
MDA-MB-231. Control: DMSO (vehiculo de las chalconas). Los datos son expresados como el
promedio + DE.
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SiHa
En la"Figura 17 se muestra a la linea celular SiHa en donde se observa al control
(células'cancerigenas tratadas con el vehiculo) con una proliferacion continua hasta
las 72 horas;por el contrario, en las chalconas 1, 2 y 3 se observa una inhibicién de
la proliferacién_eelular al 50% en diferentes tiempos, los cuales se resumen en la
Tabla 6. Asi mismo' se realizé un analisis estadistico de ANOVA de una via seguido
de la prueba Dunnett.comparando cada tratamiento versus control, donde se
observa una diferencia, significativa de p <0.0001. En el Anexo 8 se incluyen las

fotografias tomadas por.cada tiempo con su respectivo control.

Figura 17.
Curva tiempo - respuesta de las chalcona 1, 2/y 3 en la linea celular SiHa.

SIHA
:gg' -o- Control
200 /'/ -=- Chalcona 1
g - -+ Chalcona 2
S 100 - Chalcona 3
=
8 75+
>
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SN
(0]
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Tiempo

Nota: Curva de la viabilidad celular de la chalcona 1 (62.03 uM), 2 (18.86 puM) y 3 (59.13 uM)
sobre la cinética por tiempo de SiHa durante 0, 24, 48 y 72 horas. Control: DMSO. Los"dates son
expresados como el promedio + DE. Realizado por triplicado con seis repeticiones cada
experimento. Con diferencia significativa mediante ANOVA de una via, seguido de una prueba.de
Dunnett, *p< 0.0001 comparando control vs chalcona 1, 2 y 3.
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Tabla 6.
Cinéticaspor tiempo de las chalconas 1, 2 y 3 en la linea celular SiHa durante 0, 24, 48 y 72 h de
tratamiento.

Porcentaje de viabilidad celular

Tiempo Control Chalcona 1 Chalcona 2 Chalcona 3
0 100.00 + 6.69 100.00 + 6.69 100.00 + 6.69 100 + 6.69
24 175.14+3.41 69.05 + 14.52 67.69 +3.33 50.49 +7.63
48 280.61 + 3474 61.08 + 14.22 38.96 +5.00 31.56 + 8.92
72 349.96 +4.82 37.05+11.42 25.99 +9.11 18.67 +5.12

Nota: Viabilidad celular en porcentaje de las moléculas de chalconas 1, 2 y 3 en la linea celular
SiHa. Control: DMSO. Los datos son.&xpresados como el promedio + DE.

EVALUACION DE LAS‘CHALCONAS 1,2 Y 3 EN UNA LINEA CELULAR
NO CANCERIGENA.

Para evaluar las chalconas 1, 2 y 3 /en.células ne-cancerigenas, se utilizé la linea

celular MCF-10A, una linea epitelial derivada de gldndulas mamarias.

MCF-10 A

La Figura 18 muestra la curva concentracion-respuesta“de las chalconas 1, 2 y 3,
donde se observa que la disminucién de la viabilidad ‘celular es directamente
proporcional al aumento de la concentracion de cada chaleona. La chalcona 1
reduce la viabilidad celular a una menor concentracion en comparacion con la 3. La
chalcona 2 representada en negro en la grafica, es la mas sensible. En el Anexo 6
se incluyen imagenes obtenidas con un microscopio invertido a 10Xdespués del
tratamiento con las chalconas 1, 2 y 3, donde se observa la modificacionide la linea

celular en funcién de la concentracion.
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Figura“18.
Curva ceficentracion - respuesta de las chalcona 1, 2 y 3 en la linea celular MCF-10A.

MCF-10A

-o- Chalcona 1
-# Chalcona 2
-+ Chalcona 3

100

% Viabilidad

O v 1 v 1 2 1 .‘ 1 1 1 1
0 10 20 @@30) 40 60 80 100 120

Concentracion uM

Nota: Curva de la viabilidad celular de la chalcona 1, 2 y 3 sobre la linea celular MCF-10A
en diferentes concentraciones (0-120 uM). Control: DMSO. Los datos son expresados
como el promedio + DE. Realizado por triplicadd con seis repeticiones cada experimento.

Para calcular la Clso de cada chalcona; los dates se transformaron a logaritmo, Tabla
7. Las gréficas transformadas se muestran en el"Apexo 9.

Tabla 7.
Efecto antiproliferativo de las chalconas 1, 2 y 3 en la linea celularno,cancerigena MCF-10A a las

72 h de tratamiento.

Calculo de la Clso (M)
Chalcona MCF-10A
1 45.56 +6.30
2 5.13+0.64
3 45.02 +5.83

Nota: Clso de las moléculas de chalconas en la linea celular no cancerigena. Los“datos son
expresados como el promedio + DE. Realizado por triplicado con seis repeticiones ¢cada
experimento.
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ALCONAS 1,2Y 3.

:EVALUACIC')N DE LA INDUCCION DE APOPTOSIS DE LAS
6/‘ FRAGMENTACION DE ADN

Como se rva en la Figura 19 utilizando las concentraciones y el tiempo en el
cual habia l@geduccién de la viabilidad celular del 50% previamente calculado
para cada cas Qhalcona 1, 2 y 3, las células de MDA-MB-231 presentan un

redondeo y reducfockl numero de células en comparacién con el control.

Figura 19. :

Imégenes de la linea celular M -231 con y sin tratamiento, fotografias tomadas un
microscopio invertido a 25 X.

-

/‘® MDA-MB-231

é

- “ .
‘ E

S

Tratamiento

o8
Chalcona 1 Chalcona 2 Chalcon@
Ry
Q
@

.

46



En la"Figura 20 se muestra la fragmentacién del ADN. Se observan bandas de
diferentes tamafios (patron de escalera) en los carriles de la chalcona 1, 2 y 3, las
cuales fueron comparadas con un control positivo (epicatequina) y control negativo

(DMSO) en.el que no hay formacion de bandas.

Figura 20.
Fragmentacion del ADN.
<«— ADN
genémico
4_
<«— Fragmentos
de ADN
<+— (patrén de
<— escalera)
4_
~ N ™ 1]
© ® © S
3 5 S S S
= 3 S K 9
g 3 g g 3
o S o o g
w
Nota: Electroforesis de agarosa al 2% de ADN de la linea celular MDA-MB-231.
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WESTERN BLOT

En la“Figura 21 se muestran los niveles relativos de la proteina DR-4. Se observa
un incremento de la expresion de DR-4, peso molecular de 44 kDa, después del
tratamiento-con la chalcona 1, 2 y 3, en comparacion con el control. Asimismo, se
muestra a la-proteina GADPH (gliceraldehido fosfato deshidrogenasa) de 36 kDa,
utilizada como(control de carga. En el analisis densitométrico, se observan
diferencias estadisticamente significativas para la chalcona 1 (p <0.001) y las
chalcona 2 y 3 (p <0.05)) lo que indica que después del tratamiento con chalconas,

se incrementa la expresiondel receptor de muerte 4.

Figura 21.
Western Blot de la proteina DR4.
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Nota: (A) Imagen de Western Blot contra la proteina DR-4. Las células MDA-MB-231 se trataron con las chalconas
por 24 h. Se utilizo gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control para normalizar la densidad de
bandas; (B )analisis densitometrico de nivel de DR-4, las columnas representan la media + DE eXpresadas en pixeles.
* P <0.05 y ** p <0.001. PM= peso molécular; Con= control; Ch1= chalcona 1; Ch2= chalcona 2;\Ch3= chalcona
3.

48



En la”Figura 22 se muestran los niveles relativos del DR-5 obtenido mediante
western.blot. Se observa un incremento de la expresion de DR-5 de peso molecular
de 47 kDasdespués del tratamiento con la chalcona 1, 2 y 3, comparando con el
control. Asi.mismo se muestra a la proteina GADPH de 36 kDa utilizada como
control de ‘carga. Posteriormente se realiz6 un analisis densitométrico y se
determind diferencia estadisticamente significativa de p-valor <0.0001 en las
chalconas 1, 2 y 3~en relacion con el control. Estos resultados muestran que
después del tratamientd'con chalconas, se incrementa la expresion del receptor de

muerte 5.

Figura 22.
Western Blor de la proteina DRS.
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Nota: (A) Imagen de Western Blot contra la proteina DR-5. Las células MDA-MB-231 se trataron con las
chalconas por 24 h. Se utilizo gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control pafa normalizar la
densidad de bandas; (B) analisis densitometrico de nivel de DR-4, las columnas representanda media = DE
expresadas en pixeles. *** p <0.0001. PM= peso molécular; Con= control; Ch1l= chalcona 1; Ch2= chalcona 2;
Ch3= chalcona 3.
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DISCUSION

De acuerdo con la OMS, alrededor de una de cada seis mujeres desarrolla cancer
en alguna‘etapa de su vida y una de cada once morira a consecuencia de esta
enfermedad._Hasta el 2018, se estima que la carga mundial de cancer ha
aumentado a*18;1 millones de nuevos casos y 9,6 millones de muertes. El cancer
de mama representael 24.2% de todos los nuevos casos de cancer diagnosticados
a nivel mundial, miéntras que el cancer de cérvix representa al 6.6% (International
Agency for Research on.Cancer, 2018). Las estadisticas muestran que nueve de cada
diez mujeres que mueren,de cancer de cuello uterino viven paises de ingresos bajos
o medios (Ginsburg et al., 2017)#A pesar de la eficacia y la supervivencia que ofrecen
los agentes quimioterapéutiCos actuales, no se cuenta con un tratamiento
totalmente efectivo y sin efectos adversos. En este sentido, la busqueda de agentes
quimioterapéuticos selectivos para‘células cancerosas es una prioridad (Nurgali et
al., 2018). Las chalconas, compuestos precursores de flavonoides, han mostrado un
gran avance en las investigaciones recientes contra el cancer (Shukla et al., 2020;

Zhuang et al., 2017).

Como previamente se ha mencionado, jlas chaleonas 1, 2 y 3 son moléculas
diferentes, estructuralmente hablando, entre los sUstituyentes que se encuentran
son el anillo de pirazina, metoxilos, hidroxilos y fluery(ver figura 9, 10 y 11).
(Chlupacova et al., 2015) reportd el efecto antibacteriano y.antifungico de chalconas
con sustituciones de pirazina. La pirazina se le considera camo hidrofilica, debido a
dos pares solitarios de nitrdgeno endociclico en el plano heteroc€iclico, que actuan
como aceptores de H (Kucerova-Chlupacova et al.,, 2008). Sin embargo, las
caracteristicas quimicas que confiere la sustitucion con pirazina sespotencian con
derivados en grupos de extraccion de electrones en el anillo B posiciones 2 y 4.
Especificamente las moléculas con atomos de halégenos son las que’_poseen
propiedades de extraccidon de electrones, potenciando la actividad biolégica

(Kucerova-Chlupacova et al., 2016).
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En los resultados de este estudio, se observo una relacion estructura-actividad
(SARYdirectamente proporcional al incremento de la concentracion de la molécula
en diferentes lineas celular de cancer. Ademas, se determind el célculo de la Clso
para las chalconas evaluadas (ver tabla 3). Sin embargo, en la busqueda de los
efectos antiproliferativos Stepanic et al. (2019) reportaron un analisis de SAR del
anillo de pirazina que mostré efectos citotdxicos, en una linea celular de THP-1
proveniente de letucemia. Al comparar el anillo de pirazina con su analogo, el anillo
bencénico, se observo.que el anillo de pirazina muestra una Clso de 40 uM frente a
70 uM, respectivamente. Lo’que sugiere la importancia del anillo pirazina. Hasta la
fecha, no existen estudios,quée describan los anillos de pirazina en chalconas en

lineas celulares de cancer de.mama y de cérvix (Stepanic¢ et al., 2019).

A pesar de que en la literatura cuenta con diversos estudios sobre las chalconas,
pocos se han centrado en las moléculas que poseen fluor como sustituyentes. Este
atomo tiene la capacidad de inducir cambios significativos en las moléculas, como
reducir la reactividad, incrementar la biodisponibilidad y la electronegatividad.
Ademas, el enlace entre el C-Fraumenta“la‘resistencia a procesos metabdlicos

(Burmaoglu et al., 2016).

Una investigacion realizada en células de{cancer desmama (MCF-7 y MDA-MB-231),
elaborado por dos Santos et al. (2019) ‘sintetizaron_una serie de compuestos
derivados de las chalconas (dos Santos et al., 2019). En este’estudio, se compararon
varios compuestos, destacando dos moléculas por su efecto antiproliferativo. La
primera molécula, con un atomo de fluor en posicién 2 al anillo aromatico A, mostré
una mayor potencia (ICso: 13.2 + 3.2) en comparacion con la molecula sin fluor (ICso:
>100) en la linea celular MCF-7. Asimismo, al sustituir el anillo aromético A por un
heterociclo de 3-piridil, se mejoré la potencia (ICso: 33.9 + 7.1) en comparacion con
su analogo (ICso: 60.3 £ 2.9) en la linea celular MDA-MB-231, demaostrando la
importancia del nitrdgeno como sustituyente. Estos estudios sirvieron de base-para
comparar la chalcona 1y la chalcona 3, evidenciando que el uso de atomos de fluor
y sustituyentes con nitrégeno mejora la actividad biolégica de la molécula. El atomao
de fluor es el segundo mas utilizado (después del nitrégeno) para reemplazar el
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enlace C-H o C-O por C-F, mejorando propiedades farmacolégicas como la
estabilidad metabdlica, la unidon a moléculas diana y una mayor permeabilidad de la
membranas(Burmaoglu et al., 2019). Por otro lado, Burmaoglu et al. (2016) sintetizaron
una serie de-moléculas basadas en chalconas sustituidas con metoxilos o hidroxilos
en el anillo aromatico A y con sustituciones de fluor en posicién 2 y 5 en el anillo
aromatico B. lLias) moléculas exhiben actividades antiproliferativas con mayor
sensibilidad que aquellas que no contienen el atomo de fluor. Las lineas celulares
utilizadas fueron A549-(eancer de pulmon), A498 (cancer de rifidn), HeLa (cancer
de cérvix), A375 (cancer~de piel), Hep-G2 (cancer de higado), mostrando
concentraciones inhibitorias.de 0.030 a 0.274 uM. Asimismo, se evaluaron los
derivados de chalcona en una-linea celular no cancerigena HEK293 (células
embrionarias de rindn), con Clse"de 0.598 y 0.711 pM, demostrando que las
moléculas presentan selectividad por células de cancerigena. Adicionalmente, se
evalud la cinética en funcion deltiempo utilizando la Clso en la linea celular Hep-G2;
demostrando que la concentfacién de los derivados de chalconas, reduce la
viabilidad celular al 50% a partiride las 24 _horas de tratamiento (Burmaoglu et al.,

2016).

En nuestro caso (ver figura 15, 16), la linea celularsMCF-7 se observé diferencias
entre las moléculas 1y 3, siendo la chalcona 1 mas petente que la chalcona 3 (a 72
horas de tratamiento). Sin embargo, comparandolos a 48 horas utilizando la Clso de
cada molécula, ocurri6 lo contrario. La molécula con el atomo,de fluor fue mas activa
con respecto al tiempo, es decir, presentd disminucion del 50 % en la viabilidad
celular en menor tiempo en comparacion con la chalconas que no.tiene fluor en las
lineas celulares MCF-7 (Chalcona 1y 2) y MDA-MB-231 (chalcona 1)De acuerdo
con los resultados, la chalcona sustituida con fluor incrementa ¢a)inhibicion
proliferativa de las células cancerigenas de mama sugiriendo este efecto a las
caracteristicas asociadas con el atomo de fluor lo cual nos permite concluir:que el
atomo de fluor juega un papel muy importante en la farmacocinética de la molécula

(Burmaoglu et al., 2016; Hagmann, 2008).
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En la" linea celular SiHa (ver Figura 14), las chalconas 1 y 3 3 mostraron
comportamientos muy similares, con Clso de 53 y 60 yM después de 72 horas de
tratamiento,*respectivamente. Sin embargo, al analizar la cinética (ver Figura 17),
se observa.que la chalcona 3 es mas eficaz a partir de 24 horas de tratamiento,
superando incluso a la chalcona 2 (Tabla 6). Estos resultados se comparan con los
valores de Clsp \reportados por Tsai et al. (2015) que describe el efecto de
Licochalcona A en células de cancer de cérvix (SiHa y HelLa). See concluye que la
citotoxicidad en células SiHa y HeLa depende de la dosis y el tiempo, con valores
de Clso de 42.2 £ 3.5 uM y' 48.5 + 4.2 yM después de 24 horas; valores de Clso de
32,9+4,2uMy40,3 +0,8 yM.después de 48 horas de tratamiento, respectivamente
(Tsai et al., 2015).

La chalcona 2 se destacé como 4a molécula mas potente entre las tres evaluadas
en las lineas celulares MDA-MB-2317 MCF-7 Y SiHa (ver figuras 12, 13 y 14). Es
importante mencionar que la.chalcona 2, conocida como flavokawain B, puede
obtenerse de forma natural o sintetizada. Esta chalcona ha sido estudiada en lineas
celulares de cancer de colon (HCT116),.de,puimén (A549) y en células no
cancerigenas (NIH3T3). En la linea HET116, se observo un Clso de 25 pM tras 24
horas de tratamiento. Comparado con‘auestros resultados, flavokawain B es mas
potente en las lineas celulares de cancerde mamaj con concentraciones de 11.92
MM en la MDA-MB-231y 15.01 uM en la MCF-7 (ver tabla.3). Ademas, se ha descrito
que esta chalcona activa la via de apoptosis (Kuo et al.»#2010). Asimismo, se ha
demostrado que la flavokawain B puede inducir apoptosis a través de receptores de
muerte en lineas celulares de adenocarcinoma endometrial a una‘concentracion de
8.8 UM (Eskander et al., 2012).

La mayoria de los agentes quimioterapéuticos tienen la capacidad\.de. inducir
apoptosis (Kabata-Dzik et al., 2018; Mohamed et al., 2018). Durante la apopiosis, las
células experimentan cambios morfolégicos y bioquimicos, tales® como:
redondeamiento de la célula, reduccion del volumen celular, condensacion de la
cromatina y fragmentacion del ADN (J. H. Zhang & Xu, 2000). La fragmentacion del

ADN esta asociada con la muerte celular programada. EI ADN es escindido por una
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endonucleasa que fragmenta la cromatina en unidades nucleosomales, que son
multiplos de oligobmeros de aproximadamente 180 pb y aparecen como una escalera
de ADN<Cuando se procesan en un gel de agarosa. La formacién de esta escalera
representa.el-punto final del proceso de degradacion del ADN (Matassov et al., 2004).
Nuestros resultados, presentados en la Figura 20, muestran el patrén de escalera
en la chalconas 1,'2 y 3, comparadas con la epicatequina como control positivo y
con un control negative (células tratadas con DMSO). La epicatequina, un flavonoide
que ha demostrado actividad anticancerigena en lineas celulares de cancer de
mama a concentraciones de’350 uM, selectiva solo para células cancerigenas, fue
usado como control positivo_debido a que el mecanismo de muerte celular es por
apoptosis, mostrando un patrénde escalera en un gel electroforesis (Pereyra-Vergara

et al., 2020).

Aunque en la literatura se describen otros mecanismos de muerte celular como la
necrosis o la senescencia, estos no se asemejan a la apoptosis. La necrosis es un
proceso desordenado e independiente de'energia, caracterizado por un aumento
en el volumen celular que desencadena “citdlisis y la liberacion del contenido
citoplasmatico al exterior, lo que provoea inflamacién y dafio necrético en los tejidos
afectados. Por otro lado, la senescencia~celular es un estado permanente de
detencion del ciclo celular que ocurre en células'.en proliferacion sometidas a
diferentes tipos de estrés. En las células senescentes, la‘detencion del ciclo celular
se asocia con niveles elevados de inhibidores del ciclo celular, como p16INK4a,
p21CIP1 y p27. Ademas, se observa una mayor expresion de p19ARF, p53 y PAI-1,
que se utilizan como biomarcadores de senescencia. Los principales factores que
inducen la senescencia incluyen el estrés oxidativo, la falta de nutrientes, grandes
variaciones de temperatura, la confluencia celular, el uso excesivo.de enzimas
proteoliticas (como la tripsina), la contaminacién del medio y el dafio a lostelémeros,

entre otros.

En este sentido, se han descrito los mecanismos por los cuales las chalconas
activan la via de apoptosis (dos Santos et al., 2019; Hseu et al., 2020) y la necrosis

(Cancino et al., 2021). Los derivados de chalconas evaluados en este estudio
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activan la via apoptoética, comprobado mediante la fragmentacion de ADN (Figura
20).

Dado que existen dos vias de apoptosis, la intrinseca y la extrinseca, se busco
esclarecer cual de estas vias es activada por las moléculas estudiadas. De hecho,
se ha demostrado que las chalconas y sus derivados pueden inducir efectos
apoptéticos a través' de la regulacion de ciertas proteinas relacionadas con la
apoptosis, como pbd3,p21 y Bax. Asimismo, se observa un decremento en las

proteinas antiapoptoticas como Bcl-2 y procaspasa 9 (Bagul et al., 2017).

Los ligandos endogenos, como el TRAIL, y los exdgenos, como ciertos farmacos,
pueden desencadenar apoptosis en las células cancerosas a traves de la muerte
mediada por receptores de muerte (DR). Estos receptores contienen dominios de
muerte citoplasmatica completos y funcionales, responsables de la activacién de la
via apoptotica en las células cancerosas. La cascada de sefalizacion incluye la
oligomerizacion del receptor; el reclutamiento de la molécula adaptadora FADD
(dominio de muerte asociado asFas) consa formacién del DISC (complejo de
sefnalizacion inductor de muerte),~la-activacién de las caspasas iniciadoras, la
escision de las caspasas efectoras y, finalmente,.da fragmentacion del ADN,(Szliszka

et al., 2012)

Tomando en cuenta el experimento de la fragmentacién del ADN, evaluar a los DR
en esta investigacion es fundamental para entender<la=via de inducciéon de
apoptosis. La activacion DR-4 Y DR-5 esta estrechamente_relacionada con la
apoptosis (Artykov et al., 2021). Eskander et al. (2012) evaluaron, el efecto de la
flavokawain B sobre el receptor de muerte DR-5, demostrando que‘la apoptosis
puede llevarse a cabo a través de la via extrinseca en células provenientes de
cancer de leiomiosarcoma uterino, a partir de una concentracion de 2.2 gMAEskander
et al., 2012). Nuestros resultados concuerdan con estos hallazgos, mostrando
diferencias estadisticamente significativas en DR-5 (p<0.0001) entre el contral y_ el
tratamiento con chalconas 1, 2 y 3. Para DR-4, se observaron diferencias

significativas de p<0.05 entre el control y las chalconas 2 y 3, y de p<0.001 entre el
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control y la chalcona 1. Esto demuestra que las chalconas presentan actividad
antiproliferativa a través de la apoptosis, siendo la via extrinseca la principal
implicada..Sin embargo, en estudios previos no se ha demostrado que las chalconas

1y 3 estén.asociadas a los receptores de muerte DR-4 y DR-5.

Hasta el 2017,8e han identificado cinco receptores de muerte, también conocidos
como TRAIL: DR4, DR5, DcR1, DcR2 y osteoprotegerina (OPG). Estos receptores
se caracterizan por.un‘dominio extracelular rico en cisteinas, esencial para la unién
de su ligando afin. Selo‘dos de ellos, DR4 y DR5, albergan el dominio de muerte,
un tramo de 90 aminoacidos (aa), necesario y suficiente para activar la maquinaria
apoptotica; por lo tanto, representan objetivos prometedores para el tratamiento del
cancer. DR4 es una proteina N=glicosilada de 468 aa, también conocida como
miembro 10A de la superfamilia debhreceptor del factor de necrosis tumoral. DR5,
que esta O -glicosilado, también se.conoce como miembro 10B de la superfamilia
del receptor del factor de necrosis tumoral, CD262, Killer / Ly98, receptor 2 del
ligando inductor de apoptosis ‘relacionadoycon TNF, TRICK2A y TRICKB. Aunque
DRS5 se presenta en dos isoformas,”DR5a (414"aa) y DR5b (442 aa), sus funciones
especificas o diferenciales siguen siendo “dé€sconocidas hasta la fecha. Es
importante mencionar que DR4 y DR5 comparten4in $8% de similitud en su dominio
extracelular y un 65% de similitud en su dominio intracelular (Dubuisson & Micheau,

2017).
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CONCLUSION

Las chalconas 1, 2 y 3 mostraron actividad antiproliferativa en lineas celulares de
cancer.“Tras realizar el ensayo de cinética por tiempo, se demostré que la chalcona
3, que presenta un atomo de fluor en el anillo aromatico B, actua con mayor rapidez

en comparacion‘con las otras chalconas.

El analisis de la“prueba de fragmentacién de ADN reveldé que el mecanismo de
accion de las chalcopas. 1, 2y 3 es a través de la apoptosis. Ademas, los resultados
del analisis de Western Blot demostraron que la via extrinseca de apoptosis esta

altamente implicada en el mecanismo de accion de las chalconas 1, 2y 3.
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ANEXOS

ANEXO 1
(E)-3-fenil-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona (Chalcona 1)
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(E)-3-fenil-1-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona (Chalcona 2)
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Chalcona 3.- (E)-3-(4-fluorofenil)-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona (Chalcona 3)
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ANEXO 2

%10 & Cpd 1,893 H10 M2 O; 0,275 210.0781 2110864 + FBF Spectrurn (r: 0.474-0.573 min) 0820-3-1_070820.d

1.5
1.45
1.4
1.35 4
1.3
1.25
1.24 N
1.15 4
1.1
1.05

11
£.95 4
0.9
085 1
0.5
0.75 1
0.7 1

0.65
0.6
0.55 4
0.5
0.45
0.4
0.35 4
0.3
0.25 4
0.2
015 4
0.1
0.05

2120899
{M+H}+

4 213.0034
(M+H )

207 208 209 10 2n 21z 213 214 215 216 217
Counts va. Mass-te-Change (miz)

Cromatograma de la chalcona 1 en modo scan y espectros de masas de losgestandares de
conjugacion con voltaje de fragmentacion de 100 v.

218

69



«i 5 CpdA@C17 H16 Od; 0197 284.1053 285.1126: » FBF Spectrum (n: 0.588-0.745 min) 1120-7-1_181120-8_MSM

2.81

2.7
261
2.51

2851128

2.4 9
2.3 1
224
211

1.9

181 \

1.7 1
164

(0]

1.59
1.4 4
1.3 9
1.29
1.19

0.9
0.8 1
0.7 4
0.6 9
0.5

M+H)+

286.1159

0.4 q
0.3
0.2
0.1
0 Ay T T T v T ; [

(M H J+
2884293

2H7.1187
{1 +H

OH [0}

~

(0)

E.

281 282 283 284 285 286 287
Counts va. Mass-10-Change (miz)

Cromatograma de la chalcona 2 en modo scan y espectros de masas dé les estandares de

conjugacion con voltaje de fragmentacion de 100 v.

289 250 2m:m

282

70



w1 & |Cpd 1: CISHEF N2 O; 0,180 2280607 229.0760: + FBF Spectrum (rt 0,147, 0.362-0.379 min) 0820-3-2_07002
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ANEXO 3

A B
CHALCONA 1 CHALCONA 2
MCF-7 MCF-7
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Datos transformados a logaritmo para calculo de 1a*Cls en la linea/celular MCF-7. A) Curva logaritmica
de concentracion con respecto al % viabilidad celular de la chalcona 1. B) Curva logaritmica de
concentracion con respecto al % viabilidad celular de la chal€ona 2. C) Curva logaritmica de
concentracion con respecto al % viabilidad celular de la chalcona 3# Centrol: DMSO (vehiculo de las
chalconas). Los datos graficados son expresados como el promedio + DE? Los ensayos se realizaron por

triplicado con seis repeticiones cada experimento.
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Fotografias de la actividad antiproliferativa de las chalco , 2y 3 en la linea celular MCF-7
proveniente de cancer de mama después de oras d iamlento Concentraciones de la

chalcona 1y 3 (0, 20, 40, 60, 80, 100y 120 p oncentra s de la chalcona 2 (0, 5, 10, 15,

20, 25,30 y 35 pM).
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ANEXO 4

A B
CHALCONA 1 CHALCONA 2
MDA-MB-231 MDA-MB-231
100e—
10014 _
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0.0 0.5 1.0 15 20

Concentracion Log

Datos transformados a logaritmo para céalculo de la Cls en la linea celularMDA-MB-231. A) Curva
logaritmica de concentracion con respecto al % viabilidad celular de lasechalcona 1. B) Curva
logaritmica de concentracion con respecto al % viabilidad celular de la_chalcona 2. C) Curva
logaritmica de concentracion con respecto al % viabilidad celular de la chalcona\3}- Control: DMSO.
Los datos graficados son expresados como el promedio + DE. Los ensayos se realizaron triplicado
con seis repeticiones cada experimento.
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Fotografias de la actividad antiproliferativa @Chalc
231 proveniente de cancer de mama después €
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ANEXO 5

A B
CHALCONA 1 CHALCONA 2
SIHA SIHA
- = +
1004 ¢ § Clgp=53.00 +14.35 Clso 219'40 324
R? = 0.944 100 R?=0.975
e
S S
= 9
E =
>
O T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0 T T T T T T T T
Concentracion Log 0.0 0.2 04 06 08 10 12 14 16
Concentracién Log
C
CHALCONA 3
SIHA
1004 Clgg =60.0 +21.19
R*=0.966
e]
©
i)
8 s0-
2
>
0 T T T L
0.0 0.5 1.0 15 2.0
Concentracién Log

Datos transformados a logaritmo para calculo de la Clso en la linea celular SiHa. A) Curva
logaritmica de concentracion con respecto al % viabilidad celular ‘deyda chalcona 1. B) Curva
logaritmica de concentracion con respecto al % viabilidad celular de la.chalcona 2. C) Curva
logaritmica de concentracion con respecto al % viabilidad celular de la chalcona3.- Control: DMSO.
Los datos graficados son expresados como el promedio + DE. Los ensayos se‘realizaron triplicado

con seis repeticiones cada experimento.
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OAN EXO 6

Ciné{ioﬂ};poral de la linea celular MCF-7 tratadas con las Chalcona 1, 2 y 3 con respecto a su
Y

Clso durante 24, 48 y 72 horas
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Iméagenes de la cinética con

tratada con la CI50 de la chalcona 1, 2 y 3. Las imagenes fueron obtenid
10 X. Como control se utilizo DMSO para cada tiempo.

la linea celular MCF- 7
con microscopio invertido

respecto al tiempo (0, 24, 48 y 72 hora
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Cinética teﬁ%ﬂ de la linea celular MDA-MB-231. Tratamiento con Chalcona 1, 2 y 3 con
. Y respecto a su Clspdurante 24, 48 y 72 horas
v Ad

e

Control

Chalcona 1

Chalcona 2

Chalcona 3

Iméagenes de la cinética con respecto al tiempo(O, 24,48 y 72 horas) de la linea celular MDA-MB-
231 tratada con la CI50 de la chalcona 1, 2 y 3. Las imagenes fueron obtenidas con/in microscopio
invertido 10 X. Como control se utiliz6 DMSO para cada tiempo.
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OAN EXO 8

Cinétlc@poral de la linea celular MCF-7. Tratamiento con Chalcona 1, 2 y 3 con respecto a su
Clso durante 24, 48 y 72 horas

Y
L0 24 | 48 | 72

g \)
fras)

5 7,
(&)

—

©

[

S

©

ey

(&)

(gl

©

[

S

©

ey

(&)

[ep]

©

[

S

©

<

(@)

Imagenes de la cinética con respecto al tiempo (0, 24, 48 y 72 horas) de la linea celular MCF- 7
tratada con la CI50 de la chalcona 1, 2 y 3. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio
invertido 10 X. Como control se utilizé6 al DMSO para cada tiempo.
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A B
CHALCONA 2 CHALCONA 3
MCF-10A MCF-10A
1004 1004
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Datos transformados a logaritmo para calculo de la Clso en la linea celular MCF-10A. Curvas
logaritmicas de concentracion con respecto al % de viabilidad celular.A) chalcona 1. B) chalcona 2.
C) chalcona 3.- Control: DMSO. Los datos graficados son expresados(como el promedio + DE. Los
ensayos se realizaron triplicado con seis repeticiones cada experimento.
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anticancerigenas. Las modificaciones en estas “moléculas han
mejorado su actividad biolégica y selectividad ¢, eny células
cancerigenas. En este estudio, se sintetizaron tres derivados de
chalconas mediante la condensacion de Claisen-Schmidt y se

evaluo su actividad anticancerigena en lineas celulares de cancer




de mama (MDA-MB-231 y MCF-7), cancer de cérvix (SiHa) y una
linea celular no cancerigena (MCF-10A). El derivado de chalcona
con mejor actividad anticancerigena, a través de la induccién de
apoptosis por la via extrinseca, fue la chalcona sustituida con fldor
sobre la linea celular MDA-MB-231.
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