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RESUMEN

OBJETIVO: El cancer es una enfermedad multifactorial
caracterizada por anormalidad en el crecimiento celular
provocado por factores ambientales y miltiples cambios en
la expresion de los genes. El cancer de mama representa
una de las enfermedades que mds afecta a la poblacién
femenina mundial. Actualmente, se ha mostrado un auge
en las investigaciones sobre compuestos extraidos de
diversas plantas y origen sintético con posibles agentes
antitumorales,entre los que se pueden nombrar los derivados
sintéticos de quinolinas. METODO: Realizado estudio
del grupo sintético indeno (2,1-c) quinolinas y sus efectos
citotoxicos sobre lineas de cdncer de mama SKBr3 y
MCF-7. La evaluacion de la actividad citotoxica de estos
compuestos fue determinada a través del método del MTT,
se calcularon los valores de concentracién inhibitoria,
los indices de selectividad y combinaciones con taxanos.
RESULTADOS: Los resultados obtenidos muestran una
alta selectividad de los compuestos sintéticos y natural
evaluados hacia las lineas celulares MCF-7 y SKBr3
con respecto a las células control (fibroblastos dérmicos
humanos); ademads de una interaccidn de tipo potenciacién
en la combinacién de un derivado quinolinico y la droga
taxano. CONCLUSIONES: Con todo esto se puede inferir
que solo ciertos compuestos que tuvieron modificaciones
quimicas realizadas sobre el compuesto patrén del grupo
sintético indeno(2,1-c)quinolinas mostraron unainhibicién
sobre la viabilidad celular sobre las lineas tumorales SKBr3
y MCF-7, conforme aumenta la dosis de los compuestos,
ademds de evidenciar la efectividad de compuestos
derivados de quinolinas como moléculas con caracteristicas
antineopldasicas.

PALABRAS CLAVE: Cancer, mama, quinolinas,
quimioterapia, citotoxicidad, combinaciones.

SUMMARY

OBJECTIVE: The cancer is a multifactorial disease
characterized by abnormal cell growth caused by
environmental factors and for multiple changes in the
gene expression. The breast cancer is a disease that affects
the female population in worldwide. Currently, there is
shown an increment in the research on compounds that
we extracted from various plants and synthetic origin with
potential antitumor agents, among which can be named
the synthetic derivatives of the quinolines. METHOD: A
study was performed on an group of synthetic indeno (2,1-¢)
quinolines and their cytotoxic effects on breast cancer cell
lines SKBR3 and MCF-7 was performed. The evaluation of
the cytotoxic activity of these compounds was determined
through the MTT method; we were calculated inhibitory
concentration values, the rates of selectivity and the drug
combinations with taxanes. RESULTS: The results show a
high selectivity of the natural and the synthetic compounds
evaluated towards the cell lines MCF-7 and SKBR3 cells
with respect to control (dermal fibroblasts human), besides
anenhancement type interaction in the combination of adrug
derivative and the quinolinic taxanes. CONCLUSION:
With all this we can infer that only certain compounds had
chemical modifications performed on the composite pattern
of synthetic group indeno (2, 1-c) quinolines showed an
inhibition on cell viability on tumor cell lines SKBR3
and MCF-7, with increasing dose of the compounds, also
showing the effectiveness of compounds derived from the
quinolines as molecules with the antineoplastic properties
and his characteristics.
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INTRODUCCION

I tipo de neoplasia que mas
impacto tiene sobre la poblacién
femenina mundial es el cancer de
mama, descrita como un proceso
de proliferacién anormal maligna
de las células epiteliales de la
glandula mamaria . Parael afio 1980, el cancer
de mama se encontraba como el tercer tipo de
tumor maligno méas comun en la poblacién
femenina venezolana de acuerdo al Anuario de
Epidemiologia del Ministerio del Poder Popular
para la Salud ®. Como tratamiento del cancer
de mama se utilizan cirugia, radioterapia,
quimioterapia y terapia hormonal entre otros,
segun el grado y la etapa de la enfermedad. En
la actualidad, los taxanos (Paclitaxel) es una de
las alternativas como utilizacién en las
quimioterapias para esta neoplasia. En este
momento, se estan direccionando los estudios
en la busqueda de tratamientos que no sean
integrales para cada tumor, sino en el disefio de
cocteles de farmacos (politerapia o multiterapia),
para con ello eliminar la mayor proporcién de
células cancerosas mediante la accién sobre
multiples blancos en las células. Las
investigaciones de productos naturales o
sintéticos con propiedades antitumorales han
tenido un incremento en las udltimas décadas,
convirtiéndose en un campo interdisciplinario
). Uno de estos derivados naturales sintetizados
y modificados quimicamente son las quinolinas,
las cuales presentan una amplia efectividad en
diversas actividades biolégicas, incluyendo
actividad antimaldrica @®, antitumoral ©,
antioxidante , y anti-micobacteriana 7%,

Aunque se han desarrollado un gran nimero
de investigaciones acerca de los efectos
antitumorales que presentan moléculas derivadas
de quinolinas, muy pocas se han direccionado
hacia la citotoxicidad sobre lineas tumorales de
mamay sucombinacion condrogas antitumorales
comerciales, como el paclitaxel.
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METODO

Se utilizaron dos lineas tumorales de mama:
MCF-7 (sin sobre-expresion del gen HER2/c-
erb-2) y SKBR3 (gen HER2/c-erb-2 sobre-
expresado). Las lineas celulares de cancer de
mama se cultivaron en medio modificado de
Dulbecco Eagle (DMEM; Gibco™ suplementado
con suero fetal bovino al 10 % inactivado por
calor (FBS, Gibco), 2 mM glutamax (Gibco),
100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina. Fibroblastos dérmicos humanos
fueron utilizados como control de las células,
y se obtuvieron a partir de cultivos primarios,
mantenidos en DMEM suplementado con 10 %
suero fetal bovino, glutamax 2 mM, 100 U/mL
de penicilina y 100 xg/mL de estreptomicina.

El grupo de compuesto sintético fue obtenido
a partir de una molécula de fenilpropano
denominado trans-isoeugenol, el cual es una
sustancia natural aislada por lo general de
plantas de clavos de olor y canela. Partiendo
de esta estructura se realizaron reacciones de
ciclo-adicién imino Diels-Alder (reaccién de
Povarov) para obtener el compuesto Cris 148
y a partir de este se realizaron modificaciones
quimica en su estructura dando lugar a 8
moléculas. Estas 9 moléculas forman la serie
indeno (2,1-¢) quinolinas (Cuadro 1). Se utilizé
el paclitaxel como control positivo; debido a
su actividad citotéxica y que es actualmente
utilizado en el tratamiento clinico de una
variedad de neoplasias. Las concentraciones de
los farmacos estudiados oscil6é desde 0,001 g/
mL hasta 100 g/mL, donde los compuestos a
probar se diluyeron en dimetilsulf6xido (DMSO,
Sigma),y las diluciones se realizaron con medios
de cultivo celular. Como control del vehiculo
se incubaron las células solo con DMSO. Para
todas las preparaciones de los compuestos, la
concentracion final de DMSO en los ensayos no
superael 1 %. Lainformacion sobre los valores
de CI, representa la media obtenida de al menos
tres experimentos independientes. Los cultivos
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Cuadro 1. Estructuras y propiedades quimicas de los compuestos indeno (2,1-c)quinolinas.

Compuesto Estructura Grupos funcionales Férmula Peso
quimica sustituidos molecular molecular
R1 R2 (g/mol)

Cris 148 - - C22H16N2 328
Cris 131 Cl - C21H13CIN2 294
Cris 142 H - C21H14N2 308
Cris 153 ase 9 OCH3 - C22H16N20 324
Ar 4 CH2CH3 - C23H18N2 322
Ar 68 H CH2CH3 C23H18N2 322
Ar 69

H Br C21H13BrN2 373
Ar 70 - CH3 C23H18N2 322
Ar71 CONH2 - C22H15N30 337

se mantuvieron a37 °Cenunaatmosferahimeda ENSAYO DE CITOTOXICIDAD
con S % COz. Las células se incubaron con los
compuestos respectivos durante 72 h en placas

Se utiliz6 el ensayo del MTT, el cual se basa
de 96 pozos.

en medir la capacidad de las células viables para
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reducir metabdlicamente una sal de tetrazolio
(MTT; Sigma) para dar un producto purpura
denominado formazian. Esta reaccion tiene
lugar cuando las reductasas mitocondriales
se encuentran activas . Las células fueron
cultivadas en placas de 96 pozos (5x10° células/
por pozo). Después de la incubacién con los
compuestos se retird el medio y las células se
trataron con 100 xL. de MTT durante 3 horas
a 37 °C. Posteriormente, se retira la solucidon
de los pozos y se agregan 100 uLL. DMSO para
disolver los cristales de formazan. El producto
de formazan solubilizado se cuantificé con la
ayuda de un lector de placas de ELISA modelo
TECAN sunrise a 570 nm.

iNDICE DE SELECTIVIDAD

El indice de selectividad se calculé por la
relacion de CI, | (c€lulas de control) / CL  (linea
de células tumorales). Un indice de selectividad
mayora | indicaquelacitotoxicidad sobre células
tumorales supera a la de las células control 19,

CURVAS DE VIABILIDAD

Una vez obtenidos los valores de CI,, para
cada compuesto se procedié a seleccionar
aquellos compuestos con mayor actividad
citotoxicidad sobre las lineas tumorales
evaluadas. Conjuntamente; con el taxano se
realizaron las curvas de crecimiento para cada
uno de la siguiente manera: se sembraron 5
x10* células en placas de 60 mm y se incubaron
con los compuestos a una concentracion
equivalente a la obtenida para el CI, para cada
uno de los compuestos durante los periodos de
incubacion seleccionados: 24,48,72,96y 120 h
respectivamente. Una vez cumplido cada periodo
se realizé un ensayo de viabilidad empleando
el método de exclusion del colorante azul de
tripano. Dicho ensayo se realizé con un control
celular para cada linea evaluada, el cual no tuvo
la presencia de algin compuesto citotoxico. Las
curvas de crecimiento se elaboraron mediante el
uso del software OriginPro 8 (Origin Lab, Inc.,
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Northampton, MD®, EE.UU.

COMBINACION DE COMPUESTOS

Lascélulas de ambas lineas celulares de cdncer
de mama se incubaron durante 72 h con paclitaxel
en combinacién con los compuestos del grupo
indeno (2,1-c) quinolinas que mostraron los
mejores valores de citotoxicidad. La naturaleza
de las interacciones entre los farmacos se analiz6
con la ayuda de isobologramas ‘" y el método
del efecto medio descrito por Chou y Talalay
(2-19-T os isobologramas se construyeron con los
valores de CL, de los productos involucrados enla
combinacidn (cada compuesto representa un eje
enel grafico) y el valorde combinacién entreellos.
Cuandoel valordel indice de combinacién (IC) se
encuentra por debajo o porencimade lalineaque
une los CI,  de los dos compuestos, representan
sinergismo o antagonismo, respectivamente
b El indice de combinacién (IC), se calculd
utilizando el software CalcuSyn 2,0 (Biosoft®
Cambridge, Reino Unido); los valores de Cl<1
indican sinergismo (cuanto menor sea el valor,
mayor es el grado de sinergismo), IC=1 indica
aditividad, y CI>1 indica antagonismo. Cada
relacion de CI esta representada como la media
de al menos tres experimentos independientes.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos se realizaron por
triplicado. Los resultados se expresan como la
media+desviacion estandar. Los valores de CI,
fueron determinados por una regresién no lineal
de los experimentos individuales utilizando el
software Graph Pad Prism® (software intuitivo
paralaciencia,en San Diego,California, EE.UU).

RESULTADOS

EFECTO CITOTOXICO SOBRE LA TASA
DE CRECIMIENTO POR EL GRUPO
INDENO (2,1-C) QUINOLINAS
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Los farmacos y compuestos sintéticos
utilizados en este estudio fueron capaces de inhibir
el crecimiento de células de cancer de mama, asi
como la de las células de control analizados por
el ensayo MTT (Cuadro 2). En todos los casos,
elefectoinhibidor del crecimiento celular mostré
una relacién dosis-efecto con el tiempo (Figura
1). Se puede observar una clara diferencia entre
el efecto obtenido en los compuestos evaluadosy
el control (paclitaxel) sobre las lineas tumorales
de mama y las células control.

Elcompuesto Cris 142 del grupoindeno(2,1-¢)
quinolinas presentd lamayor actividad citotéxica
en ambas lineas celulares tumorales, con valores
de Cl,enelrangode 53 a1l uM,siendo lalinea
celular MCF-7 lamas sensible a este compuesto,
y no presentdndose actividad citotdxica en las
células control. Comodrogacontrol,el paclitaxel
presentd los valores de CI, més bajos,enunrango
de 0,01 uMa0,76 uM,ademads de la selectividad
mds marcada paralas lineas tumorales evaluadas.

Cuadro 2. Valores de concentracién inhibitoria del 50 % de la poblacién (CI50) y de selectividad (IS) de los
productos evaluados para cada una de las lineas tumorales de cancer de mama y las células control. Los valores

de CI5O0 se encuentran expresados en g M.

L

| ey

Compuesto IC50 para las lineas tumorales y células
control
SKBr3 MCF-7 Fibroblastos SKBr3 MCF-7
Cris 148 133,99 + 3,29 > 300 > 300 2,28 1,00
Cris 131 73,06 + 3,81 16544 + 3,61 180,58 + 3,67 247 1,09
Cris 142 53,28 +3.47 11,46 + 3,54 > 300 6,09 28,33
Cris 153 > 300 > 300 > 300 1,00 1,00
Ar 4 5742 + 3,39 4429 + 3,14 > 300 541 7,01
Ar 68 > 300 > 300 > 300 1,00 1,00
Ar 69 > 300 > 300 > 300 1,00 1,00
Ar 70 > 300 > 300 > 300 1,00 1,00
Ar71 > 300 > 300 > 300 1,00 1,00
Taxano 0,01+ 1,58 0,03 + 146 0,76 + 1,21 65,00 21,67
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Figura 1. Efecto de los compuestos Cris 148, Cris 142 y Ar 4 del grupo sintético indeno(2,1-c)quinolinas y
la droga antitumoral paclitaxel en la proliferacion celular de las tres lineas celulares evaluadas: A) SKBr3; B)
MCF-7; C) Cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos). (Leyenda: cuadrado-Control; circulo-Cris
148; tridngulo hacia arriba-Cris 142; tridngulo hacia abajo-Ar 4; tridngulo hacia la izquierda-paclitaxel.
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COMBINACIONDELOSCOMPUESTOS En el Cuadro 3 se presentan los valores
DELGRUPOINDENO(2,1-C)QUINOLINAS de indice de combinacién (IC) para cada
Y LA DROGA PACLITAXEL combinacion realizada, y en la Figura 2 se

Cuadro 3. Indices de combinacién (IC) entre los compuestos sintéticos del grupo indeno(2,1-c)quinolinas y la
droga antitumoral paclitaxel.

Células evaluadas Compuestos sintéticos del grupo indeno(2,1-c) quinolinas
Cris 148 Cris 142 Ar 4
SKBr3 10,7 x 105 498 x 105 71,2
MCF-7 0,35 x 105 6,1 x 10-10 4,85 x 105
Control 0,63 x 1021 1,65 x 1013 102,0 x 1021
Fibroblastos
1 MCF- £ i
MBS MCF-1 dérmicos humanos
.
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Figura 2. Isobologramas que describe la interaccién del paclitaxel con los compuestos sintéticos Cris 148, Cris
142y Ar4. Los isobologramas se construyeron mediante la conexién de los valores de CI de ladroga antitumoral
paclitaxel con el CI , de cada compuesto sintético. Las lineas continuas indican la linea de aditividad tedrica.
Los resultados por debajo de la linea de aditividad indican sinergismo y los de arriba indican antagonismo.
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muestran los isobologramas de las combinaciones
con los compuestos sintéticos y la droga
antitumoral paclitaxel. Todas las combinaciones
realizadas mostraron un efecto antagénico en
su interaccion; solo la combinacién Cris 142
+ paclitaxel presenté un efecto sinérgico en la
interaccién entre estos dos compuestos.

DISCUSION

El hallazgo mas relevante en el presente
estudio fue la obtencién de compuestos derivados
quinolinicos con actividades antitumorales en
las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y
SKBr3 larelacién estructura-funcién encontrada
en ellos. Particularmente; los compuestos
Cris 148 y Ar 4 fueron capaces de inducir la
inhibicion del crecimiento en ambas lineas
celulares con mayor intensidad sin afectar con
ello las células control, pero la adicién de taxano
tiene efectos contrarios en ambos compuestos:
con el compuesto Cris 142 mostr6 una actividad
sinérgica, mientras que con Ar 4 un efecto
antagonico.

Losisobologramas, construidos sobre labase
de valores de CI,, indicaron las interacciones
sinérgicas o antagdnicas entre los compuestos
evaluados y la droga antitumoral paclitaxel en
las células MCF-7, SKBr3 y la linea celular
de control. Con ello se confirman los valores
antagoénicos de las combinaciones realizadas y
la interaccién sinergistica entre el compuesto
sintético Cris 142 y la droga antitumoral
paclitaxel. Estos resultados indican que Cris 142
podria ser un candidato mas prometedor para

la terapia adyuvante del cancer de mama. Sin
embargo, hasta ahora, los compuestos del grupo
indeno (2,1-c) quinolinas solo se ha utilizado en
ensayos in vitro con farmacos y lineas celulares
utilizadas en este trabajo.

Los compuestos del grupo indeno (2,1-¢)
quinolinas tienen unaestructura quimica similar,
condiferencias en las sustituciones de los grupos
quimicos especificos. En términos de eficacia
citotéxica, se demostré que la presencia de un
atomo de hidrégeno en la estructura Cris 142
genera una mayor actividad citotoxica en lineas
celulares de cancer de mama, en comparacién
con una sustitucion por un grupo etilo (CH,CH,)
en la estructura Ar 4.

En consecuencia; el compuesto Cris 142
presenté una actividad citotéxica en las células
MCF-7 de hasta 4 veces mayor con respecto al
compuesto Ar 4 y es equivalente su actividad en
las células SKBr3.

Se infiere que la citotoxicidad de la mayoria
de los compuestos antitumorales estd mediada
por su capacidad para inducirla apoptosis ',0el
dafio masivo asociado con el estrés oxidativo 19.
Lasinvestigacionesrealizadas sobre la obtencion
del mecanismo de la accién de los compuestos
Cris 142 y Ar 4 estan en curso.

Finalmente, el compuesto Cris 142 presenta
un mayor margen de seguridad en cuanto a su
toxicidad sobre las células normales, aunque los
estudios adicionales deben llevarse a cabo con
modelos in vivo,y més tarde la validacion clinica
para corroborar su eficacia como un agente en
la terapéutica del cancer de mama.
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