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RESUMEN:

El efecto del nimeroy posicion de los a&tomos de bromo en la estructura molecular de cuatro compuestos derivados del 2-
furiletileno sobrela proliferacién celular fue evaluado en un ensayo in vitro utilizando lineas celular es nor malesy neoplésicas.
Mediante la prueba de captacion del rojo neutro fue revelada una discreta actividad antiproliferativa (valores de | Cgq superiores

a 100 uM) paratodos aquéllos.

El compuesto con dos &tomos de bromo mostr6 el mayor valor de | Cgg (256.62 uM), evidenciando una mar cada inhibicion de su

citotoxicidad. Este exhibi6, asimismo, una curva dosis respuesta no convencional, tipica del efecto deresistenciay dependiente de
lalinea celular ensayada. La sustitucién del atomo de bromo por e grupo metilo en la cadena carbonada lateral incrementd
ligeramente |a citotoxicidad del producto.

PALABRAS CLAVE: Bromo. Citotoxicidad. Furiletileno. Resistencia a drogas. Rojo neutro. Células.
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SUMMARY:

The effect of the number and the position of bromine atomsin the molecular structure of four derivative compounds from 2-
furylethylene on cell proliferation was assessed. In thisregard, an in vitro , employing normal and neoplastic lines of cells,
was performed. A moder ate antiprolifer ative activity (values of | Cgq higher than 100 pM) was put into evidencein thereferred

four compoundswhen the neutral red uptake test was used.

The presence of two bromine atomsin the molecule showed a higher | Cgq value (256.62 pM) which markedly inhibited its

cytotoxicity. Likewise, thiscompound exhibited an unconventional dose-response curve, typical in the resistance effect and
dependent from the analyzed cell line. The bromine atom substitution with a methyl group in the lateral carbonated chain
slightly increased its cytotoxicity.

KEYWORDS: Bromine. Cytotoxicity. Furylethylene. Drug resistance. Neutral red. Cells.

INTRODUCCION

El empleo delos citostaticos y nuevas drogas en el tratamiento del cancer es una préactica cada vez mas creciente dela medicina
moder na, encaminada a definir blancos molecular es especificos. L a efectividad limitada de estos far macos segin €l tipoy
localizacion del tumor asi como la aparicion deresistencia a los mismos debido a diver sos factores! ha conducido a la blsqueda y
car acterizacion de nuevos productos, naturales o sintéticos, destinados a combatir esta enfer medad.

Desde la década de los 90, los derivados del 2-furiletileno (vinilfuranos o etenofuranos, por provenir del eteno) han sido
per cibidos como compuestos con inter esantes propiedades bioldgicas. Se trata de agentes sintéticos con una amplia gama de
actividades biol6gicas (bactericidas, antifingicas y antiprotozoarias)2-5.

En la mayoria delos derivados 2-furiletilenos reportados en la literatura hasta los afios 80, la presencia del grupo nitroen la
posicion 5 del anillo furanico limitd su uso dadas las propiedades mutagénicas y car cinogénicas de los nitrofuranos®-7. Estudios
posterioresles abrieron nuevas per spectivas al demostrar quetal presencia no era condicién necesaria paradesarrollar la
actividad antimicrobial de estos quimicos.

Por su parte, el nimeroy la posicion de los &tomos de bromo en sustancias natur ales!®-11 y sintéticas'2-14 ha llamado la atencién
de muchas investigaciones biomédicas con la finalidad de usar estos compuestos en €l tratamiento de pacientes. Algunos de estos
trabajos muestran que la bromacion y la posicion de este &tomo incrementan la citotoxicidad de los compuestos ensayados!>-17,
Otrosresultados evidencian que modificaciones quimicas, como la sustitucion de grupos por bromo o iodo, posee un efecto
significativo en las propiedades de unién de estos compuestos al ADN 1819y |as proteinas?0+21,

Hay unatendencia reciente a la incor poracién de enlaces de halégenos a los compuestos sintetizados para controlar la
conformacion macromolecular 22, Estos enlaces son inter acciones electr ostaticas entr e atomos de clor o, bromo o iodo con
aceptor es clasicos de hidr 6genostalescomo el O, N o & $23-25,

Dadas: (a) la obtencidn de cientos de moléculas con potencial farmacéutico diverso en el Centro de Bioactivos Quimicosde la
Universidad Central deLas Villas, entrelas que se hallan derivados del 2-furiletileno en los que se demostr 6 una potente
actividad antimicrobial y antiflingica-5, y (b) la ausencia de estudios que analicen € rol quejuega el nimeroy la posicion del
atomo de bromo, presente en su estructura molecular, sobrela actividad citotoxicain vitro, este trabajo se encaminé a dilucidar
la utilidad de este &tomo en € efecto antiproliferativo, comparando el efecto de cuatro de estos compuestos bromados en lineas
celulares normalesy neoplésicas.

MATERIAL Y METODOS

Lasinvestigaciones se llevaron a cabo en loslabor atorios de Cultivo Celular y de Inmunoandlisis del Centro de Inmunologiay
Productos Biolégicos (CENIPBI) dela Universidad de Ciencias M édicas Carlos J Finlay de Camaguiey. L as mismas fueron
econémicamente sustentadas por e Sistema Nacional de Salud Cubano.

Productos sintéticos utilizados en los ensayos

Fueron empleados cuatr o productos codificados como GO, G1, UC245y MA (Figura 1), obtenidos por el Grupo de Sintesis
Quimica del Centro de Bioactivos Quimicos, (Universidad Central deLas Villas, Cuba) y donados para este estudio, a fin de
evaluar el efecto quetiene e nimeroy posicion de los de &tomos de bromo (Br) presentes en la estructura de estos compuestos
derivados del 2-furiletileno.
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Figura 1.- Estructura molecular de los cuatro compuestos ensayados derivados del 2-furiletileno.

Lineas celularesy condiciones de cultivo

La actividad citotéxica de los productos fue analizada en las lineas celulares no tumorales CHO-K 1 (epitelialesde Ovario de
Hamster Chino, ECACC N0.85050302), y en lalinea tumoral P3-X63/AG8/653 (mieloma murino), gentilmente donadas por €l
Centro de Inmunologia Molecular (La Habana, Cuba).

En todos los casos, la suspension celular obtenida de los cultivos en frascos de 25 cm?2 con una confluencia de 70-80%, fueron
contados en camara de Neubauer mediante el método de exclusién con Tripan Azul. El por centaje de viabilidad en todos los
ensayos fue superior al 90%. Ladensidad celular de siembravari6 entre 20y 30 x 103 células/pozo en placas de 96 pozos
(COSTAR N°-402037310) en un volumen de 150 pL . Las placas se incubaron durante 24 horas antes de aplicar el tratamiento
con los diferentes compuestos. L as lineas celular es se cultivaron en medio RPM| 1640 (GIBCO 31800-014) suplementado con
10% suero fetal bovino (SFB) y glutamina piruvato 2 mM en ausencia de antibi6ticos. L os cultivos tratados se incubaron a 37°C
durante 72 horas en atmosfera de 5% de CO, y 100% de humedad relativa.

Soluciones detrabajo y controles

L os compuestos fuer on disueltos en una mezcla de dimetilsulféxido/etanol (DM SO/ETOH) (v/v) donde la concentracién final de
esta mezcla en el medio de cultivo fueinferior a 0.1%. Se prepar 6 una solucién madre de 500 mM de cada producto a partir de
las cual se prepararon las diferentesdosisde trabajo. Paralalinea CHO-K 1 se ensayaron dosis de 50, 100, 200, 250, 300 y 400
UM y parala P3-X63/AG8/653, dosis de 100, 200, 250, 300y 400 pM .

El control negativo lo representaron las células creciendo en medio RPM1 con 10% de SFB en presenciade 0.1 % del vehiculo
empleado como diluyentey en ausencia de los productos a estudiar . El control positivo fueron las células expuestas a 10 pg/mL
de 5 fluorouracilo (5-FU).

Ensayo de citotoxicidad

De los diferentes ensayosin vitro descritos para evaluar la citotoxicidad se seleccion6 la captacion del rojo neutro (CRN).
Aquéllosfueron llevados a cabo en triplicado (3 pozos/dosis), permaneciendo las células en contacto durante 72 horas con los
diferentestratamientos. L a densidad 6ptica fue medida a 540 nm en €l lector de placade ELISA (Lab Systems MULTISKAN
Plus).

Losdatosdelainhibicion del crecimiento (1Cs) del GO, G1, UC245y MA son brindados como el valor dela concentracion en
micromoles/L (UM) del producto que causa lainhibicion del 50% del cultivo con relacion al control negativo.

Procesamiento estadistico

Serealiz6 e ANOVA miltiple combinada con la matriz de compar acién de medias de Tukey para definir diferencias
significativas entrelos grupos. El calculo delosvalores | Cgy para cada producto y linea celular se determin empleando la
regresion lineal26 mediante el programa GraphPad Prim. Version 5.02. El paquete estadistico empleado fue SPSS 15.0 for
windows. L a diferencia se consider 6 significativa para valores de p<0.05.
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RESULTADOSY DISCUSION

Citotoxicidad y determinacion delosvaloresde | Cgg

El Gréfico 1 muestra el resultado del ensayo de CRN donde se emplearon seis dosis de cuatro productos sintéticos en un rango
de 50 a400 uM en lalinea celular no tumoral, CHO-K1.
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Grafico 1. Citotoxicidad de cuatro compuestos sintéticos derivados del 2-furiletilenc en
la linea celular CHO durante 72 horas a 37°C. Se empled la técnica de CRN, se muestran
los valores medios de células vivas para cada dosis ensayada % las DE de las muestras
para n=3, Se muestran las dosis en micromeles/L. Como control negative (C-) se empled
el medio con el vehiculo disolvente y el control positivo (C+) fue el 5-Fluoruracilo a
razén de 10 pg/ml.

L os compuestos sin atomo de Br (GO) o con un solo &tomo del mismo en la molécula (M A y UC245) mostraron una actividad
citotoxica mayor que el compuesto G1, con dos atomos de Br. La adicion de un grupo metilo (CH3) en la cadena car bonada
lateral del anillo (UC245), inhibi6 significativamente (p=0,0421) la citotoxicidad del compuesto MA con un Br en €l anillo
furénico. En cambio, la sustitucién del Br por el grupo CH3 en la misma posicion del carbono exociclico en G1 paradar lugar al
UC-245, mejor 6 ligeramente la actividad antiproliferativa de este compuesto en células CHO-K 1 (256.62 uM vs 173.1 UM,
respectivamente).

Delos cuatro productos ensayados, €l compuesto MA con un solo dtomo de Br en el anillo furanico, evidencio el mayor efecto
antiproliferativo en lalinea CHO-K 1, con un | Csy de 134,5 pM. Este efecto sevio inhibido por la adicién de un dtomo de Br en
posicion 2 de la cadena carbonada lateral (G1), lo que afectd significativamente (p=0,023) la citotoxicidad de este compuesto.
Ademas, un resultado interesante se observé en la curva dosisrespuesta del producto G1 con dos 4&tomos de Br. Este compuesto,
més alla de presentar un valor discreto de | Cgq (256.6 pM), mostr 6 una curva dosis respuesta no convencional. La mayor
inhibicion del crecimiento se obtuvo con dosis de 250 uM . Finalmente, concentraciones por encima de esta dosis generaron un
efecto deresistencia al producto, evidenciado por una recuperacion eincremento en los por centajes de célulasvivasa las 72
horasdeiniciado el ensayo. Con el objetivo de corroborar este resultado serealizaron dos nuevos experimentos empleando esta
misma linea celular CHO-K 1 con tres de los productos antes mencionados (GO, G1y MA).

En el Gréfico 2, puede confirmar se una vez mas que e maximo efecto inhibitorio para G1 selogr 6 con una dosisde 250 uM.
Ambos experimentos corroboraron que €l empleo de dosis superioresa 250 uM, no lograron inhibir €l crecimiento celular y
generaron una curva dosisrespuesta no usual, que sugiere un efecto deresistencia de esta linea celular al producto G1. Las
alteraciones genéticas y bioquimicasresponsables de la resistencia simultanea a multiples drogas han sido objeto de intensas
investigaciones por mas de 25 afios, 27-28 |legandose a conocer varios genes, proteinasy vias metabdlicas implicadas en este
proceso. El efecto observado pudiera estar asociado a la sobreexpresion dela proteina del gen mdr1 que codifica una proteina de
170 kd (p170), también conocida como glicoproteina p (Gp) presente en la membrana celular y que participan en un amplio
rango de eventos como la expulsion de sustancias nocivas, secrecion de toxinasy movilizacion deionesy péptidos?9-30, Con el
objeto de demostrar esta hip6tesis deberan ser disefiados experimentos que podr ian cuantificar los nivelesdel transcripto
primario de este gen o bien los niveles de expresion de la proteina en las células tratadas que manifiesten resistencia al producto.

http://biomed.uninet.edu/2011/n3/hernandez.html
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Grafico 2. Efecto dosis respuesta obtenidos en ensayos de citotoxicidad realizados en la linea
CHO crecida a 37°C durante 72 horas en dos experimentos diferentes (Exp 1y 2). Se utilizaron
dosis de 100, 200, 250, 300, 400 puM y se muestran los valores medios de células vivas en ensayos
realizados en triplicados para cada dosis ensayada (n=3). Control negative (C-) medio con el
vehiculo disolvente y Control positive (C+) 5-Fluoruracile a razén de 10 pg/ml.

Resulté deinterésindagar s este particular efecto observado en la curva dosis respuesta con altas concentracionesde G1 en
CHO-K 1 serepetiaen otraslineas celulares. Para dar respuesta a esta interrogante ensayamos la citotoxicidad en la linea
murina P3 X63/AG8/653, con car acter isticas de cultivo diferentesa las células CHO K 1, por ser estas célulastumorales
independientes de anclaje.

El empleo delineas celulares con car acter isticas de crecimiento diferentes (libresy ancladas a la matriz), nos brindé infor macion
sobrelasvariaciones quetiene lugar para obtener lasdosis efectivas para cada producto y evidencio que estas dosis son
dependientes del origen delalinea utilizada en €l estudio.

El Gréfico 3 muestrala curva dosisrespuesta para tres productos sintetizados y mostrados en la Figura 1.
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Grafico 3. Curva dosis respuesta obtenida con los productos G0, G1 y MA
posterior a las 72 horas de tratamiento en células murinas P3X63A68.
Se muestran las medias del nimero de células de ensayos en triplicados.
Se utilizaron dosis de 25, 50, 75 y 100 uM de cada compuesto.
Control negativo (C-) medio con el vehiculo disolvente y
Control positivo (C+) 5-Fluoruracilo a razén de 10 ug/ml

Aunque con valoresde | Cxj inferiores a los obtenidos en lalinea CHO-K 1, se observo el mismo efecto deresistenciaa G1 con

dosis superioresa 50 uM (dosis maxima efectiva), donde seincrementé el por centaje de célulasvivas a las 72 horas de iniciados
los ensayos, al igual que los experimentos donde se empled lalinea celular CHO-K 1. Corresponde destacar que €l efecto de
resistencia registrado en estos estudios dependié de la linea celular. Si bien en ambas lineas este fenémeno fue observado con G1,
en otros experimentos empleando lineas celular es nor males de fibroblastos de rifion de mono verde (VERO) y tumorales (SK -

MEL-3y T47 D) de melanoma humano y adenocar cinoma de mama r espectivamente, este fendmeno antes mencionado no fue
evidenciado (Resultados no mostrados).

LaTabla 1resumelosvaloresde | Cg, calculados mediante regresion lineal para los derivados del 2-furiletileno en doslineas
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celulares. Losresultados obtenidosy alli mostradosreflejan los valores de | Cgq para los cuatro productos. El rango de estos
valores fueron menoresen lalinea celular P3-X63/AG8 (49.97 97,54 uM) que el rango de valores de I C obtenidos con lalinea
CHO-K 1 de anclaje dependiente (134.56 256.62 UM ). Entre otras causas, este resultado podria estar asociado a las diferentes
car acteristicas culturales que ambas lineas celular es presentan durante su crecimiento, por € emplo; laslineas celulares
dependiente de anclaje como CHO-K 1, a diferencia de la linea de mieloma murino P3 X63/AG8, forman una monocapa con una
matriz celular que presupone la presencia del complejo proteico garantizador dela unién entre células, y de éstas con el soporte
al que estan ancladas. La union estrecha presente en las células dependientes de anclaj e puede constituir una barrera ala accién
del xenobiotico, al dejar solamente la cara apical dela célula expuesta al producto.

Compuestos CHO | P3-X63/AG8/653
GO 179.11 4997

MA 134.56 51.06
G1 256.62 97.54
UC245 173.10 nd

nd. No determinado

Tabla 1. Valores de 1Cs, obtenidos por regresion lineal a partir de
experimentos realizados en triplicados con los productos sintéticos
utilizando las lineas celulares CHO y P3-X63

En el caso delas células de mieloma, al crecer libresen e medio de cultivo presentan toda su superficie expuesta al producto, lo
gue hace quelas células al desarrollarseindependientesuna dela otra, queden vulnerablesala accion del " farmaco" . En
estudiosrealizados con € extracto de Aloe, Kametani Sy col., 2007 mostraron que este extracto causo un efecto inhibidor del
crecimiento dosis dependiente en las células asciticas de Ehrlich, las que crecen en suspensién y no, en losfibroblastos de
embriones deratén NIH3T3 que lo hacen anclados a la superficie del frasco3L.

A pesar de que existen pocostrabajosen laliteraturarevisada que comparan el efecto de compuestos antitumorales entre células
ancladasy célulaslibres en el medio, hay una tendencia actual al surgimientoy desarrollo delos estudiostridimensionalesin
vitro mediante la construccion de biomodelos que emplean los esfer oides celular es, dado que la accion del farmaco sobrela célula
no esigual cuando éstas crecen en monocapas que cuando lo hacen en pequefios agrupamientos o " clusters’ celulares aisados32
33, for mas como natur almente migran y seimplantan en otrostejidos durante el proceso metastasico.

Sabido es que varios nitrocompuestos ar omaticos inducen mutagénesis mediante modificaciones quimicas del ADN como
resultado de un ataque electrofilico del nitr 6geno activado a las bases purinicas del ADN34-35, En el caso de los derivados
furiletilenos, aqui estudiados, y con un grupo nitro acoplado a un doble enlace fuera del anillo furanico, se producen cambios
significativos en las propiedades fisico quimicas, quimicasy bioldgicas difer entes a los compuestos 5-nitrofuriletilenos. La
adicion del atomo de Br en difer entes combinaciones puede causar distintas respuestas dado lo voluminoso de este elemento, tal
como queda resefiado en este trabajo.

En lafamilia delos 2-furiletilenos, el atomo de Br se ha ubicado en diferentes posiciones (Figura 1). Cuando se observan los
resultados de los experimentos de citotoxicidad in vitro obtenidos aqui con estas entidades moleculares, [lama la atencion que el
G1 con dos &tomos de Br en su molécula haya sido e compuesto con menor actividad antiproliferativa, independientemente dela
linea celular utilizada. L os demas compuestos sin Br (G0) o con un solo &omo del mismo en e anillo furanico (MA) presentaron
valoresinferioresdeCgyen lalinea CHO-K 1y, por consiguiente, fueron mas citotoxicos que € G1. Variostrabajos muestran
gue la posicion del atomo de Br en C24 o0 C44, definiod la actividad de las propiedades far macol 6gicas en dos derivados difer entes
de la Daunorubicina, las moléculas WP401 (activa) y WP400 (inactiva)34-36,

L os resultados que se exponen prueban laimportancia que tiene la ubicacion de estos &tomos de Br sobre la moléculay su
relacion con la actividad bioldgica mediada por la unién a una molécula diana aun no identificada. Estos resultados contribuyen
al entendimiento delostrabajos dedicados a |la prediccion de actividad biol6gica de compuestos sintetizados.

En la actualidad, el descubrimiento de nuevas drogas se ha movido desde la identificacion de compuestos citotdxicos por

tamizaj e hasta la accién sobr e blancos molecular es especificos, por tal motivo esimportante el descubrimiento de nuevos agentes
citotéxicos, validosy confiables, que sean ampliamente activos en una amplia gama de tumores. En suma, nuevos far macos
deberan ser obtenidosy ensayados en la busgueda de una entidad molecular prometedora para el tratamiento del cancer.

CONCLUSIONES

Laposicion y € numero de atomos de Br afecté la citotoxicidad de los cuatr o derivados 2-furiletileno estudiados.

http://biomed.uninet.edu/2011/n3/hernandez.html



Electron J Biomed 2011;3:50. Hernandez y col. EL NUMERO Y POSICION DE LOS ATOMOS DE BROMO...

Todos ellos mostraron valor es discretos de citotoxicidad al compar ar selos con los datos existentes en la literatura para
férmacos antitumor ales comer ciales con valores de | Cgq superioresalos 100 pM.

G1, con dos &tomos de Br en su estructura molecular, mostr6 el mayor valor delCgq (256.62 uM), evidenciando una

mar cada inhibicion de su citotoxicidad, y exhibid, asimismo, una curva dosis respuesta no convencional, tipica del efecto
deresistenciay dependiente delalinea celular ensayada.

G1 sugirié la activacion de un mecanismo deresistencia en lalinea celular CHO K1y P3-X63/AG8, debiéndose esto
complementar se con experimentos al efecto a fin de confirmar esteresultado.

La sustitucién del &tomo de bromo por el grupo metilo en la cadena carbonada lateral incrementd ligeramente la
citotoxicidad del producto.
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ComentariodelarevisoraDra. Maria Cristina Tarrés. Profesora e I nvestigador a, Facultad de Ciencias M édicas, Universidad
Nacional de Rosario, Rosario. Argentina.

El empleo de nuevasdrogas en el tratamiento del cancer afin de definir blancos molecular es especificos resulta de relevanciay,
en ese contexto, la deter minacién del nimeroy posicién de los &tomos de bromo en sustancias naturalesy sintéticasresulta de
actualidad para su eventual empleo en el tratamiento de pacientes.

Estetrabajo centra su atencién en evaluar la accion antiproliferativa, comparando el efecto de cuatro de estos compuestos
bromados en lineas celulares normalesy neoplasicas. L os resultados muestran la importancia de la ubicacion de los atomos de
Br sobrelamoléculay contribuyen ala comprension de estudios referidos a la prediccién de actividad biolégica de compuestos
sintetizados.

ComentariodelarevisoraDra. Larisalvon Carrera. Profesora e | nvestigador a, Facultad de Ciencias M édicas, Universidad
Nacional del Litoral, Santa Fe. Argentina.

La utilizacion de farmacos con capacidad citostatica es en la actualidad un tema deinterés por su papel trascendente en el
tratamiento del cancer. El presentetrabajo analiza el rol del &tomo de bromo de acuerdo a su nimeroy posiciéon dentro dela
molécula de 2-furiletileno para valorar la actividad o capacidad antiproliferativa dela misma.

En tal sentido, los autor es sefialan que tanto uno como la otra afectan su capacidad citotdxicay que sustituyendo al &tomo de
bromo por grupos metilo en la cadena carbonada lateral se afecta positivamente su capacidad citotoxica. Finalmente, sugieren
gue nuevos estudios obrarian en favor de hallar nuevas propuestas para el tratamiento de una patologia de sumo interésen la
salud publica mundial.
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