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CAPITULO 1: REVISION BIBLIOGRAFICA 

1. CÁNCER Y SUS CARACTERÍSTICAS CELULARES  

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer representa la primera 
causa de muerte en el mundo con casi 10 millones de defunciones en 2020, en su 
mayoría cáncer de pulmón, recto, mama, colon y próstata (Ferlay et al., 2020). El 
cáncer es el termino genérico atribuido a un conjunto de enfermedades de carácter 
genético asociado a la proliferación celular sin control, debido a la modificación en la 
tasa de expresión de genes que regulan el ciclo celular, consecuencia de mutaciones 
en secuencias de protooncogenes, genes supresores de tumores y reguladores de la 
expresión (Pecorino, 2021).    
 
Las modificaciones de los genes asociados a la enfermedad pueden ser causados 
por agentes cancerígenos, tanto físicos, químicos o biológicos (Carretero, 2005). Las 
modificaciones en la secuencia de nucleótidos se traducen en la multiplicación rápida 
y anormal de células del tejido asociado, provocando que sobrepase límites 
habituales de número y tamaño. Además, evade distintos sistemas de control celular, 
lo que permite que se propague a otros órganos, a través del tejido sanguíneo y 
linfático proceso conocido como metástasis (Geiger y Peeper, 2009). 
 
En la mayoría de los casos, se debe a variantes alélicas de protooncogenes, genes 
de reparación del ADN y supresores tumorales con predisposición a mutar. Se han 
descrito marcadores, que son característicos para un solo tipo de cáncer o 
mutaciones puntuales en genes reguladores asociados a diferentes tipos de cáncer 
(Hernández y Hernandez-Mendez, 2001). El cáncer también se puede asociar a 
cambios en tejidos, por ejemplo, la hiperplasia se define como el aumento de células 
de un tejido formando un cumulo de células, en un caso más avanzado se produce 
displasia, ya que cambia la estructura del tejido (Vesely et al., 2011). Y, por último, el 
carcinoma se conoce como cáncer en estadio 0, donde las células anormales crecen 
en el tejido, pero sin avanzar a otros tejidos (Hassanpour y Dehghani, 2017).  
 
Las acumulación de mutaciones traen como consecuencia la modificación del ciclo 
celular, se presentan características propias de células cancerosas descritas por 
Sánchez en 2013. Entre estas características se encuentra el origen clonal, la 
inmortalidad celular, la inestabilidad genética, metástasis, pérdida de la inhibición 
lateral, la evasión inmunológica (Hanahan y Weinberg ,2011; Vesely et al., 2011; 
Eljaszewicz et al., 2013). Siendo estas características, las que determinan el estadio 
del cáncer y sus posibles tratamientos.  
 
 

1.2. Aspectos moleculares sobre cáncer 
Los diferentes tipos de cáncer se producen por modificaciones en los genes que 
participan la división y muerte celular programada. Estas mutaciones pueden ser 
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heredadas, como las variantes alélicas con predisposición a mutar o adquiridas a lo 
largo de la vida, y pueden ser desencadenadas por factores ambientales, como la 
exposición a agentes cancerígenos que dañan el material genético (Carretero, 2005). 
Las mutaciones en los genes implicados en el cáncer pueden llevar a la producción 
de proteínas anormales que promueven la proliferación celular, inhiben la muerte 
celular programada, o activan vías de señalización que fomentan el crecimiento 
tumoral. Además, las células cancerosas a menudo desarrollan la capacidad de 
evadir la respuesta inmunitaria del cuerpo y de invadir otros tejidos (Pecorino, 2021). 
 
En términos generales, la enfermedad ocurre por una serie de eventos sobre una 
célula normal adquiere una mutación o alteración en su material genético (ADN) que 
provoca que la célula empiece a dividirse y crecer de forma anormal. Seguido de la 
proliferación, donde las células anormales se dividen y crecen sin control, formando 
una masa de células anormales que se conoce como tumor (Hassanpour y Dehghani, 
2017). Las células del tumor pueden diseminarse a otras partes del cuerpo a través 
de la invasión de tejidos y vasos sanguíneos, lo que se conoce como metástasis. Para 
crecer y diseminarse, el tumor necesita desarrollar un suministro de sangre a través 
de la formación de nuevos vasos sanguíneos, conocido como angiogénesis. La 
metástasis y angiogénesis varían según el tipo y la etapa del cáncer, por lo que es 
fundamental un diagnóstico y tratamiento tempranos para mejorar las posibilidades 
de curación y supervivencia. (Williams y Stoeber, 2012).  
 
Existen varios genes que relacionan la carcinogénesis y la formación de tumores, por 
ejemplo, el supresor tumoral gen TP53 que da origen a una proteína denominada p53 
la cual se activa al comenzar la división celular para monitorear los acontecimientos 
genéticos que regulan la proliferación celular. Si el gen TP53 sufre una mutación no 
permite que la célula sea eliminada por apoptosis cuando hay una desregulación 
asociada al incremento de la expresión de protooncogenes y/o fallo de proteínas 
supresoras de tumores (Olivier et al., 2012). Por consiguiente, facilita la acumulación 
de mutaciones y la desestabilización del ADN al no generar muerte celular, sino la 
continuación de las divisiones celulares sin este control regulatorio, dando lugar a la 
producción de células tumorales. La mutación de este gen es la responsable de al 
menos el 50% del desarrollo de tumores en los distintos tipos de cáncer; el porcentaje 
restante está relacionado con otros tipos de mutaciones que generalmente se asocian 
a genes involucrados en el ciclo celular y su regulación (Levine, 2019). 
 
La epigenética juega un rol importante en la carcinogénesis, alteraciones complejas 
como la hipometilacion, hipermetilacion, aumento en el promotor de las islas CpG, 
cambios en el nucleosoma, entre otras (Sharma et al., 2010). Por ejemplo, en el caso 
de la hipermetilacion de genes que controlan el ciclo celular, comúnmente los genes 
RB, BRCA1/2 y PTEN, son silenciados y como consecuencia ocurre el proceso de 
tumorogénesis (Hatziapostolou y Iliopoulos, 2011).  Se destaca el papel de los 
miARNs, son un tipo de ARN monocatenario que participa en el proceso de regulación 
de la expresión de los ARNm. En los últimos años se han descrito miARNs que están 
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relacionados con el desarrollo de cáncer, se conocen como miARNs oncogénicos 
(Fabbri y Calin 2010, Ryan et al., 2010). Las mutaciones en los miARNs alteran la 
complementariedad que tienen con la secuencia de ARNm, activando oncogenes o la 
supresión tumoral (Kasinski y Slack 2011, You y Jones 2012). 

1.3. Apoptosis 
La muerte celular programada es un proceso celular altamente regulado que es 
esencial para la homeostasis y desarrollo normal de tejidos (Obeng, 2020). Este 
proceso tiene unas características morfológicas particulares, como la contracción 
celular, la condensación celular y nuclear, la condensación de la cromatina y la 
formación de cuerpos apoptóticos (Yu y Cho, 2001). El proceso no ocurre de manera 
aleatoria, por el contrario, está regulado por una secuencia programada de eventos 
moleculares dependientes de energía, que permite a los organismos multicelulares el 
mantenimiento de las células (Pinon et al., 2008), sin embargo, la desregulación de 
las vías apoptóticas puede contribuir al desarrollo del cáncer y la resistencia a la 
terapia en contra de esta enfermedad (D’Arcy, 2019).  
 
Es asi como la apoptosis ha mostrado tener una fuerte influencia en las últimas 
décadas en investigaciones sobre el desarrollo de tratamientos de cáncer, debido a 
la compresión de este mecanismo que ha demostrado un efecto importante en el 
fenotipo maligno (Lowe y Lin, 2000). Aunque se conocen varios mecanismos claves 
dentro de la apoptosis, todos los mecanismos moleculares que están detrás de este 
proceso no se han dilucidado por completoy, aunque se sabe que intervienen ciertas 
proteínas aún no se conoce bien cómo esto podría contribuir a la aplicación en 
distintos tratamientos (Kaczanowski, 2016). 
 
En las células humanas se describen 2 vías apoptóticas que están regidas por unos 
mecanismos moleculares muy específicos. La vía extrínseca en donde se da la unión 
de unos ligandos específicos de muerte celular a unos receptores de la célula. Y, la 
vía intrínseca o mitocondrial que se desencadena por la citotoxicidad (D’Arcy, 2019). 
Estas dos vías principales de la apoptosis convergen en la vía de terminación o en la 
vía de ejecución, iniciando en la incisión de las caspasas-3. Dando como resultado la 
fragmentación del ADN, la degradación de proteínas citoesqueléticas y nucleares, la 
reticulación de proteínas, la formación de cuerpos apoptóticos, la expresión de 
ligandos para los receptores de células fagocíticas y por último la captación de células 
fagocíticas (Xu y hua, 2019).  
 
 

1.3.1. Vía extrínseca apoptosis 
La vía extrínseca de la apoptosis es también conocida como la vía de receptor de la 
muerte, es un mecanismo bastante importante para los estudios relacionados con 
cáncer y sus tratamientos, en los cuales se han buscado diferentes dianas 
moleculares que puedan activar este mecanismo. Debido a que es mediada por 
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receptores transmembranales de la superfamilia de receptores del factor de necrosis 
tumoral (TNF), en el que se encuentra el TNFα (Factor de necrosis tumoral α), Fas 
(CD95 / APO-1) y TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF), los 
cuales están ligados a los niveles de expresión de los ligandos desencadenantes (Xu 
y hua, 2019). Los miembros de la familia TNF comparten dominios extracelulares que 
son ricos en cisteína, además tienen un dominio citoplasmático con cerca de 80 
aminoácidos que es denominado “dominio de la muerte”. Este dominio es muy 
importante en la transmisión de las señales de muerte dentro de la célula. Las señales 
apoptóticas son transmitidas desde la superficie de la célula, hasta las vías de 
señalización intracelular donde se encuentran los dominios de muerte citoplasmáticos 
correspondientes (Erekat, 2022). 
 
Los receptores de muerte son producidos por Macrófagos o células Natural Killer 
(NK), que posteriormente se unen a los receptores de muerte que se encuentran en 
la membrana de la célula diana, e inducen la vía extrínseca con la activación de 
ProCaspasa-8 a Caspasa-8 (Obeng, 2020). Tras la unión de los ligandos a los 
receptores de muerte en la célula, se reclutan proteínas adaptadoras citoplasmáticas 
que muestran los dominios efectores de muerte, de forma que interactúen con la 
procaspasa-8 (D’Arcy, 2019). Lo que posteriormente genera un complejo de 
señalización que induce la muerte celular, provocando la autocatálisis de la 
procaspasa-8 (Xu y hua, 2019; Erekat, 2022).  
 
 

1.3.2. Vía intrínseca apoptosis o mitocondrial  
La vía intrínseca de la apoptosis, también conocida como apoptosis mitocondrial, a 
diferencia de la vía extrínseca no está mediada por receptores, si no por una variedad 
de estímulos, lo que ha generado interés para diferentes tratamientos de cáncer, 
debido a que es una de las vías que se ven alteradas con el cáncer, por lo que se han 
propuesto nuevos fármacos que puedan generar estímulos que promuevan esta vía 
apoptótica (Igney y Kramer,2002). Estos estímulos generan señales intracelulares, 
generando cambios bioquímicos intracelularmente, iniciando la apoptosis en la 
mitocondria (Westaby et al., 2021). Los estímulos pueden actuar de manera positiva 
o negativa. Los estímulos positivos incluyen, entre otros, radiación, toxinas, hipoxia, 
hipotermia, infecciones virales y radicales libres. Por otro lado, los estímulos negativos 
incluyen la ausencia de ciertos factores de crecimiento, hormonas y citocinas (Fulda 
y Debatin, 2006). 
 
Como hay un estímulo, ocurre la interrupción de la membrana mitocondrial interna, lo 
que hace que se disipe el potencial de membrana haciéndola más permeable, lo que 
genera la apertura del poro de transición de permeabilidad mitocondrial (mPTP), 
resultando en la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) y la liberación 
de dos tipos de proteínas pro apoptóticas, normalmente secuestradas en el espacio 
intermembranoso hacia el citosol (Westaby et al., 2021).  
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 El primer grupo de proteínas está conformado por el citocromo c, Smac/DIABLO y la 
serina proteasa HtrA2/Omi, las cuales activan la vía mitocondrial que es dependiente 
de las caspasas (Chai et al., 2000). El citocromo C activa Apaf-1(factor activador de 
la proteasa apoptótica 1) al unirse a esta, esta tiene un dominio de unión a caspasas 
(CARD), el cual se libera una vez se forma el complejo c/Apaf-1, de esta manera se 
recluta la caspasa iniciadora, procaspasa 9 dependiente de dATP. Esto resulta en la 
formación de un apoptosoma heptamerico (Shakeri et al., 2017). Después de la 
formación de este apoptosoma, la procaspasa 9 se activa, provocando así mismo la 
activación de la Caspasa-9 y subsiguiente a esto su disociación en el apoptosoma. 
Smac/DIABLO y HtrA2/Omi fomentan la apoptosis mediante la inhibición de IAP 
(Proteínas inhibidoras de apoptosis) (Chai et al., 2000). 
 
El segundo grupo de proteínas está formado por proteína factor inductor de apoptosis 
(AIF), Endonucleasa G y CAD, que durante la apoptosis son liberadas de la 
mitocondria, siendo un evento tardío que ocurre cuando la apoptosis ya ha dado inicio 
por la célula (Doti et al., 2014). Las AIF, se encuentran en la membrana interna de la 
mitocondria, estas son translocadas al núcleo, lo que provoca la fragmentación del 
ADN y la condensación de la cromatina nuclear periférica conocida como 
condensación de etapa I (Fulda y Debian,2006). La endonucleasa G, se traslada al 
núcleo donde escinde la cromatina nuclear para producir fragmentos de ADN 
oligonucleosomal. Las AIF y la endonucleasa G son independientes de las caspasas 
(Fulda y Debian,2006). Después de esto CAD es soltada de la mitocondria y es 
movilizada al núcleo, donde una vez dada la escisión por la caspasa 3, conduce a la 
fragmentación del ADN oligonucleosomal y una condensación de la cromatina mucho 
más avanzada conocida como la condensación de etapa II (Jan, 2019).  
 

1.4. Cáncer de pulmón: 
El cáncer de pulmón (CP) es uno de los tantos tipos que se origina en los tejidos de 
los órganos respiratorios (Organización mundial de la salud OMS, 2018). Es 
importante destacar que no existe un solo tipo de cáncer de pulmón debido a que los 
pulmones no son una masa uniforme de células, dividiéndose en dos grandes grupos:  
carcinoma pulmonar de células pequeñas (CPCP) y carcinoma pulmonar de células 
no pequeñas (CPNCP), clasificados por la Asociación Internacional De Estudios De 
Cáncer De Pulmón (IASLC), la Sociedad Americana Torácica (ATS) y la Sociedad 
Europea De Respiración (ERS) (Yanagawa et al., 2014).  
 
El CPNCP representa el 65% de los cánceres de pulmón y en el 70% de los casos se 
encuentra en estado avanzado, además de eso se divide 3 tipos de carcinomas el 
adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas o epidermoide y carcinoma de 
células grandes (Travis, 2011, Barrios et al., 2014, Pérez et al., 2017). En cuanto al 
CPCP es un tipo de cáncer con una alta incidencia de metástasis y una alto grado de 
malignidad, lo que causa que casi el 95% de los casos mueran producto de la 
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enfermedad, en adición a eso tiene solo un tipo de carcinoma clasificable conocido 
como carcinoma microcítico (Barrios et al., 2014, Martínez et al., 2016). 
 
El cáncer de pulmón se asocia a diferentes carcinógenos, pero el más común de ellos 
es el cigarrillo que aumenta las posibilidades de tener este tipo de cáncer en un 17,2% 
para hombres y 11,6% para mujeres. El humo de cigarrillo tiene 70 tipos de 
compuestos distintos que pueden ser considerados como carcinógenos entre los que 
se encuentran nitrosaminas, los benzopirenos y los radioisótopos (Ferrero et 
al.,2003). De igual manera, encontramos otros agentes que contribuyen a la 
carcinogénesis, como lo es el humo de leña o los excrementos de animales donde se 
ha demostrado que las partículas nocivas de carácter orgánico o inorgánico tienen 
efectos sobre la expresión de los genes TP53 y MDM2 (Bach et al., 2007). Además 
de los carcinógenos ya mencionados, la aparición del cáncer de pulmón también se 
debe a predisposiciones genéticas, en vista de que se ha evidenciado en pacientes 
que algunas enzimas que regulan la carcinogénesis poseen alteraciones genéticas 
que aumentan la predisposición a padecer cáncer de pulmón (Viñolas,2007). 
 
 

 1.4.1. Aspectos moleculares cáncer de pulmón 
En general cada tipo de cáncer posee marcadores moleculares que permiten 
caracterizar la enfermedad desde otra perspectiva, en el caso del cáncer de pulmón 
existe una gran variedad de marcadores distintos, pero existe una gran parte de genes 
susceptibles que se asocia directamente a los carcinógenos que pueden causar la 
enfermedad (Wadowska et al., 2020). De igual forma esta información no solo sirve 
para caracterizar el cáncer, sino también para encontrar agentes quimiopreventivos y 
entender el funcionamiento de la enfermedad a profundidad, así mismo conocer estos 
genes de susceptibilidad permitirá tener marcadores moleculares importantes para el 
diagnóstico temprano de la misma, predicciones de riesgo y terapias individuales 
(Brennan et al., 2011). 
 
El ciclo celular se compone de diferentes fases; siendo primera la fase de síntesis de 
ADN (S), luego la mitosis (M) y finalmente dos fases 2 gaps (G1 y G2). En este 
proceso se incluyen componentes importantes como las ciclinas, las ciclinas 
dependientes de quinasas (CdK), el retinoblastoma (Rb), p53, entre otros. durante la 
fase G1 que es un punto crucial del ciclo celular, donde la célula se compromete a 
completar el ciclo celular, en este punto pueden interactuar factores como el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento similar a la 
insulina I (IGF-I) aumentando la proliferación celular, lo cual sucede generalmente en 
el pulmón debido ya que las células tumorales de este órgano pueden producir dichos 
factores, haciendo que el tumor crezca de forma autocrina. Dichas señales provocan 
la sobreexpresión de las ciclinas de tipo D, siendo una anomalía muy característica 
del cáncer de pulmón (Wadowska et al., 2020). 
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El locus 15q25, que ha demostrado ser una región de susceptibilidad con 3 genes 
(CHRNA3, CHRNA5 y CHRNB4) que codifican receptores nicotínicos de acetilcolina 
(nAChR) en tejidos neuronales y otros tejidos. Esta susceptibilidad ha sido 
demostrada en estudios que han relacionado pacientes fumadores y variantes en esta 
región aumenta el riesgo de cáncer de pulmón, debido a que los nAChR están 
relacionados con la sensibilidad a la nicotina, es decir que variantes de estos 
receptores aumentan la adicción a la nicotina y por ende aumentan las probabilidades 
de exposición a agentes carcinógenos provenientes del tabaco (Wu et al., 2009, Hung 
et al., 2008).  Sin embargo, esto no explica del todo porque ciertas variantes de este 
locus aumentan la probabilidad de poseer este tipo de cáncer, ya que el riesgo 
aumenta en un 80% en personas que poseen alelos de riesgo, lo que puede indicar 
que esta región tenga varios loci de susceptibilidad que aún tienen que ser estudiados 
(Amos et al., 2008, Shiraishi et al., 2009). 
 
La glutatión S-transferasa (GST) es una enzima detoxificante de carcinógenos 
(Enzimas de fase II) y posee más de 20 isoenzimas (GSTM1, GSTT1, GSTP1, etc.), 
un polimorfismo en el gen GSTM1 aumenta el riesgo de poseer CP, lo cual fue 
comprobado mediante un metaanálisis realizado por Benhamou y colaboradores en 
2002, donde descubrieron que personas que no poseen esta enzima tenían mayores 
posibilidades de poseer CP. Entre los marcadores más significativos encontramos 
enzimas que aparecen en fase I que son derivadas de polimorfismos de los genes 
CYP (citocromo P450) que se relacionan con la activación de importantes 
procarcinógenos asociados al humo del tabaco. Debido a esto se han estudiado una 
gran variedad de variables alélicas del CYP destacando CYP1A1 y CYP2D6, aunque 
para estos no se ha comprobado un aumento significativo en el riesgo de desarrollar 
CP (Houlston, 2000, Sánchez de Cos Escuin, 2004).  
 

2. LINEAS CELULARES 

2.1. Líneas celulares para estudios de Cáncer 
En la actualidad existen distintos modelos experimentales que permiten estudiar a 
profundidad el cáncer, entre las más importantes se encuentran las líneas celulares, 
siendo por mucho el modelo más utilizado, gracias a su fácil manipulación genética y 
propagación, además de que permite resultados reproducibles al utilizar los mismos 
protocolos de experimentación (Tsang y Wong, 2021) 
 
Para el adecuado mantenimiento de las líneas celulares es necesario entender que 
los cultivos celulares son los encargados de generar el ecosistema idóneo para que 
la línea celular crezca, por lo que este debe mantener sus propiedades bioquímicas, 
fisiológicas y genéticas al máximo. Para el mantenimiento de líneas celulares de 
cáncer se hace uso de cultivos primarios y pueden ser tanto de tipo monocapa, como 
en suspensión (Palmero,2011). Este tipo de cultivos son ideales para estudios 
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relacionados con cáncer debido a que aunque las líneas celulares por lo general 
cuentan con un tiempo de vida finito tras un número determinado de pases (20-100), 
en el caso de las líneas celulares de cáncer o tumorales estas crecen indefinidamente, 
por lo que esto resulta ser una ventaja al usar este tipo de células ya que permitirá 
tener células en cultivo la mayoría del tiempo y así mismo realizar todas las pruebas 
necesarias para completar las investigaciones (Segretin,2003).  
 

2.2. Líneas celulares de cáncer de pulmón 
En la actualidad existe un promedio de 200 a 400 líneas diferentes de cánceres de 
pulmón de células pequeñas y de células no pequeñas, el número de publicaciones 
realizadas usando este tipo líneas celulares asciende a 1000 por año, demostrando 
ser modelos muy eficaces para las investigaciones. El uso de líneas celulares de 
cáncer de pulmón ha ayudado a los investigadores a dilucidar los mecanismos 
moleculares que se encuentran en este tipo de cáncer (Gazdar et al., 2010). Unos 
ejemplos de esto es el entendimiento de mutaciones en genes de supresión tumoral 
como TP53, oncogenes relacionados frecuentemente con cáncer de pulmón como 
KRAS y EGFR, el hallazgo de la disomía uniparental y entre otros descubrimientos 
que han permitido crear diversos estudios para diferentes tipos de tumores de cáncer 
de pulmón (Gazdar et al.,2010).  
  
Para el cáncer de pulmón se han logrado distinguir líneas celulares tumorales con 
diferencias metabólicas y genéticas, lo que ha permitido estudiar las bases 
moleculares del cáncer de pulmón (Morantes et al.,2013). Entre las líneas celulares 
que se han logrado diferenciar se encuentra la línea A549 que fue desarrollada en 
1972 mediante la extracción de un tejido tumoral de un varón de 58 años. Es una línea 
celular con características de células de tipo II del epitelio pulmonar, son de tipo 
escamoso y se encargan del transporte de algunas sustancias como electrolitos y 
agua a través del epitelio alveolar (Foster et al., 1998).  Una vez en cultivo in vitro 
estas crecen en una monocapa adheridas a la base del frasco de cultivo. 
Generalmente son usadas como modelo de estudio para la prueba de fármacos sobre 
el epitelio pulmonar alveolar tipo II como Paclitaxel, Docetaxel y Bevacizumab (Foster 
et al., 1998). 
 
 

3. PERSPECTIVA TERAPEUTICA Y TRATAMIENTOS DEL CANCER DE 
PULMON  

3.1. Tratamiento quirúrgico 
Existen diferentes procedimientos quirúrgicos que tratan el cáncer dependiendo  de 
la forma en la que este ha afectado el órgano respiratorio, entre las más comunes 
encontramos; la lobectomía es el procedimiento mediante el cual se extrae el lóbulo 
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del pulmón en donde se encuentra el cáncer; la neumonectomía que es la extirpación 
total del pulmón; la segmentectomía o resección en cuña en donde solo se extrae una 
sección del tumor y la resección en manga donde se extirpa una sección del 
bronquio(Toledo et al., 2015)  
 
El cáncer pulmonar de células no pequeñas (CPCNP) generalmente en estadios 
tempranos suele tener una buena tasa de respuesta a la cirugía. La cirugía es una 
alternativa a la cual solo pueden acceder pacientes con estadio I, II y III de la 
enfermedad, el resto de los estadios deberán acceder a un tratamiento 
multidisciplinario en el que se incluya la cirugía una vez los demás tratamientos han 
mostrado una buena respuesta. Generalmente para los estadios III y IV se suelen 
tratar con cuidados paliativos y en muy raras ocasiones se puede contemplar la idea 
de una cirugía (Alonso et al.,2004).  
 

3.2. Quimioterapia  
Por otro lado, existen los tratamientos de tipo sistémico o también conocidos como 
terapia adyuvante, los cuales son tratamientos conocidos para la prevención de la 
reaparición del tumor o mantener el tumor en un tamaño exacto. Como es el caso de 
la quimioterapia que es un tratamiento en el cual se utilizan fármacos para que las 
células cancerígenas no crezcan ni se dividan bloqueando ciertos genes específicos 
o proteínas. En ciertas etapas de cáncer de colon resulta de ser gran ayuda para 
eliminar el cáncer, a pesar de esto también resulta contraproducente para el paciente 
ya que se utilizan fármacos bastante potentes que pueden afectar otros órganos 
(Cárdenas 2002, Chabner y Roberts, 2005). Como el caso del Irinotecan, es un 
fármaco derivado semisintético de la camptotecina se extrae de Camptotheca 
acuminata es usado con gran frecuencia en cáncer en estadio II y III. Siendo un 
inhibidor de la Topoisomerasa 1 proteína importante en el replicación y transcripción 
del ADN, el cual tiene un porcentaje de respuesta global de un 17% a 25%, lo que 
indica su eficacia como tratamiento (Aranda, 2004). 
 
 
La quimioterapia consiste en usar una serie de medicamentos que tienen como fin 
atacar a las células cancerosas, cabe mencionar que este no es un tratamiento 
dirigido, es decir que estos medicamentos también pueden atacar células normales. 
Para el cáncer de pulmón la quimioterapia se suele hacer adyuvante es decir después 
de un procedimiento quirúrgico el cual disminuye la mortalidad en 13% con esquemas 
basados en platino y en un 11% con esquemas basados en UFT (Roberts, 2005). La 
otra forma de administrar quimioterapia es neoadyuvante es decir antes de un 
procedimiento quirúrgico, esto con el fin de disminuir el tamaño del tumor y permitir 
que la cirugía sea menos complicada, este tipo de tratamientos son proporcionados a 
pacientes con enfermedades en estadios IB, II y IIIA (Chabner et al., 2005).   
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3.3. Radioterapia 
La radioterapia es un tratamiento que consiste en la administración de radiación para 
destruir células cancerosas, y al igual que la quimioterapia puede ser neoadyuvante 
o adyuvante, siendo un tratamiento con fines curativos o paliativos (Moreno-Jimenez 
y Aritsu, 2007). Este tratamiento generalmente es administrado en conjunto con la 
quimioterapia que pueden llegar a curar al paciente o aliviar a un gran número de 
pacientes. Cuando se realiza este tipo de tratamientos hay una serie de factores que 
son tomados en cuenta para establecer qué tipo de tratamiento será el que ayude al 
paciente, generalmente uno de los factores más importantes es el estadio (Rodríguez-
Garrido y Rodríguez de la Peña, 2010). 
 
 
La radioterapia según el estadiaje se resume de la siguiente manera 

• Estadio I con tumores que no pueden ser operables con menos de 4cm, 
aumenta la supervivencia a 5 años y suele usarse braquiterapia endobronquial  

• Estadio II: la tasa de supervivencia en estos casos es del 10% en 5 años, 
generalmente se usa para tumores inoperables.  

• Estadio III y IV: Se utiliza generalmente para aumentar la supervivencia y 
mejorar el control de pacientes con ganglios positivos cuyos tumores han sido 
resecados.   

 

3.4. Inmunoterapia 
El sistema inmune juega un papel importante dentro del reconocimiento y 
desaparición de células neoplásicas, por lo que se han realizado numerosos estudios 
en los cuales se tratan de generar tratamientos a partir del estímulo del sistema 
inmune para erradicar enfermedades relacionadas con el cáncer. El uso del sistema 
inmune como herramienta tiene dos grandes flancos, el primero se trata del ataque 
de dianas tumorales y el segundo como se había mencionado anteriormente el 
estímulo del sistema inmune para atacar tumores (Steven et al., 2016).  
 
Por otra parte, se creía que el cáncer de pulmón no era muy inmunogénico, pero hay 
evidencias de que pacientes con VIH tienen más incidencia de cáncer de pulmón. Así 
mismo se tiene evidencia de que muchos cánceres de pulmón no microcítico tienen 
la capacidad de producir antígenos con una buena respuesta inmune (Casado et al., 
2020). Por esto, se han creado vacunas antineoplásicas y sustancias 
inmunoestimuladoras (interferón e interleuquinas) que han mostrado resultados 
prometedores en contra el cáncer de pulmón (de Cos Escutin, 2017) 
 

3.5. Nanotecnología 
El uso de nuevos tratamientos novedosos en el campo de la tecnología se hace 
necesarios frente a la falta de tratamientos eficaces en contra del cáncer de pulmón. 
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El campo de la nanotecnología ha abierto nuevas investigaciones que al parecer 
podrían salvar la vida de muchos pacientes, ya que esta tiene diferentes ventajas 
como; la capacidad de diferenciar células malignas de células sanas, permitiendo la 
erradicación selectiva de las células malignas, también se encuentra la buena 
biodisponibilidad, la mejora de imágenes diagnósticas, alta estabilidad in vivo y la 
buena absorción intestinal (Gmenier y Ghosh, 2014; Li et al., 2021). 
 
La nanotecnología en esta área se refiere al uso de nanomateriales con diferentes 
fines, uno de los más estudiados actualmente es el uso de nanomateriales que 
encapsulan los agentes quimioterapéuticos como moléculas, ácidos nucleicos, 
proteínas, péptidos y hormonas. Con el fin de transportarlos directamente a la células 
del cáncer de pulmón, evitando de esta manera matar a las células sanas (Cryer et 
al., 2019). Uno de los ejemplos más novedosos se encuentra en el uso de nano robots 
que una vez dentro del tumor liberan trombina, evitando que se generen trombos en 
los vasos sanguíneos del tumor, lo que genera un bloqueo de estos, haciendo que el 
tumor no tenga acceso a nutrientes, por lo que inhibe su crecimiento (Li et al., 2021). 
 
Aunque existen múltiples usos de la nanotecnología en esta área, solo se encuentran 
habilitados 2 tratamientos que incluyen esta tecnología en el cáncer de pulmón. El 
primero es Abraxane® el cual es un tratamiento usado como primera línea para tratar 
el cáncer de pulmón de células no pequeñas avanzado o metastásico, y se hace en 
combinación con el uso de platino, este se basa en la administración de Paclitaxel 
gracias a la unión de este fármaco a nanopartículas de albúmina de 130 nm, evitando 
así el uso del disolvente polietoxilado tóxico e inmunogénico Cremophor® mejorando 
la farmacocinética y además disminuyendo los efectos secundarios (Ma y Mumper, 
2013). El segundo tratamiento es Genexol-PM, es la formulación de nanopartículas 
de micelas poliméricas de Paclitaxel que evitan el uso del disolvente anteriormente 
mencionado, mejorando así la eficacia antitumoral (Cryer et al., 2019). 
 
 

4. FITOQUÍMICOS 

4.1 Farmacognosia 
El estudio sistemático de drogas de origen natural es abordado por una ciencia 
conocida como farmacognosia, enfocándose principalmente en los principios activos 
de sustancias de origen animal, vegetal y mineral que puedan tener efectos 
terapéuticos. Esta ciencia tiene una relación muy estrecha con diferentes áreas de la 
biología, entre ellas la botánica de donde se extrae la materia prima de estudio y la 
fitoquímica que permite el análisis de los extractos vegetales (Cortez-Gallardo et al., 
2004).  
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Al igual que la farmacología la cual estudia los efectos curativos de una sustancia y 
los efectos que pueden tener estas sustancias dentro del cuerpo, entendiendo que 
estas sustancias pueden provenir de cualquier medio ya sea natural o sintético. 
Teniendo en cuenta esto se puede entender que la farmacología proporciona 
conocimientos a la farmacognosia, es decir que al conocer cómo ciertas sustancias 
de origen natural tienen efectos curativos o terapéuticos, al extrapolarse a la ciencia 
de la farmacología se puede entender de manera directa como esta sustancia 
proviene de diferentes medios y cómo estos medios pueden proporcionar ayuda a 
pacientes con diferentes enfermedades, como es el caso de sustancias de origen 
vegetal que provienen de muchas plantas medicinales (Valverde, 1996).  
 

4.2. Actividad biológica fitoquímicos 
Las plantas juegan un papel importante en la vida del ser humano, debido a que 
algunas de ellas poseen unas propiedades biológicas y químicas que durante siglos 
han servido a la humanidad para la cura y prevención de enfermedades 
(Vayalil,2020). Estas propiedades biológicas generalmente vienen de unos 
compuestos provenientes del metabolismo de la planta, se les ha atribuido el nombre 
de fitoquímicos que generalmente son polifenoles, flavonoides, ligninas, alcaloides, 
terpenoides, carotenoides, vitaminas (Agbor et al., 2011). Varios de los compuestos 
provenientes de los grupos mencionados anteriormente prueban tener una serie de 
propiedades biológicamente importantes como la antioxidación, resistencia a 
patógenos y hasta propiedades anticancerígenas (Fukumoto y Mazza, 2000).  
 
Los estudios sobre fitoquímicos y sus propiedades anticancerígenas, muestran que 
estos son una opción viable para tratamientos con pacientes de cualquier tipo de 
cáncer y disminuir las reacciones adversas de estos tratamientos (Choudhari et al., 
2020). Los estudios para el descubrimiento de nuevos fitoquímicos con estas 
propiedades citotóxicas o antiproliferativas poseen una serie de pasos preclínicos. 
Empezando por la prueba del fitoquímico evaluando qué actividades biológicas 
posee, seguido de esto se realizan bioensayo con pruebas a nivel in vitro y los efectos 
in vivo de los fitoquímicos en este caso con el uso de animales modelo (Hosein et al., 
2016). 
 
Para estudiar los mecanismos detrás de la acción de los fitoquímicos también se 
siguen una serie de pasos; siendo el primero determinar los objetivos moleculares 
diana de los fitoquímicos, luego el estudio de validación en líneas celulares, modelos 
animales, objetivos poblacionales específicos, para finalizar con estudios clínicos para 
estudiar las vías dirigidas que se ven alteradas en distintos tipos de cáncer (Afrin et 
al., 2018). El uso de modelos in vitro e in vivo han permitido identificar una amplia 
gama de actividades anticancerígenas y citotóxicas de diferentes fitoquímicos que 
incluyen la antiproliferación, bloqueo del ciclo celular, alteración en la reparación del 



18 

ADN, inducción de apoptosis, antiinflamación, activación de genes supresores 
tumorales y supresión de oncogenes (Johnsin, 2007). 
 

4.3. Chalconas y actividad biológica: 
Las chalconas corresponden a un grupo de compuestos polifenólicos provenientes de 
plantas, caracterizado por poseer dos anillos aromáticos unidos por un sistema 
carbonilo ,β-insaturado de tres carbonos (Rao et al.,2010). Este grupo de compuestos 
son precursores de los flavonoides e isoflavonoides los cuales también pueden ser 
sintetizados en el laboratorio una vez se conoce su estructura (Detsi et al., 2007). 
 

4.4. Farmacología Chalconas 
Las chalconas naturales y sus derivados sintéticos muestran ser un grupo de 
compuestos con una amplia gama de actividades biológicas. Entre las que se incluyen 
antioxidantes, anticancerígenas, antiinflamatorias, anti infectivas, antiviral, siendo 
importantes en la industria farmacéutica (Mahapatra et al., 2015). Varias chalconas 
puras aisladas han sido probadas en ensayos clínicos para tratamientos de cáncer, 
virus y trastornos cardiovasculares mostrando un alto potencial farmacológico.  
 
Investigaciones recientes se han centrado en las actividades anti proliferativas en 
células cancerosas y la reducción de tumores, mostrando incluso que el consumo de 
estos compuestos de origen vegetal en la dieta no tiene ningún efecto adverso en la 
salud de los pacientes (Sharma et al., 2016).  Este tipo de moléculas pueden ser 
utilizadas como agentes quimioterapéuticos, como es el caso de Xanthohumol, un 
agente quimiopreventivo en la hiperplasia y carcinogénesis de próstata. Ha mostrado 
una disminución de la proliferación celular (Girisa et al., 2021). Existen diferentes tipos 
de chalconas que muestran actividades importantes sobre el cáncer, como la 
acumulación de moléculas p53 y p21. Induciendo la apoptosis en células cancerosas, 
la inhibición de la invasión celular que es la responsable de la metástasis y sin mostrar 
ningún efecto sobre células sanas, lo que demuestra que pueden ser fármacos 
seguros para el tratamiento del cáncer (Mahapatra et al., 2015). 
 

4.5. Uso de diferentes Chalconas con actividades anticancerígenas 
En torno a las chalconas han surgido múltiples investigaciones, gracias a sus 
propiedades anticancerígenas. Entre las que se encuentran sus blancos moleculares 
dentro de las células, induciendo la inhibición de genes que contribuyen al crecimiento 
tumoral o activando vías que contribuyen a la apoptosis mostrando alta citotoxicidad 
y selectividad en líneas celulares como lo son las de cáncer de pulmón (Mahapatra et 
al., 2015). Al comparar todas las evidencias mostradas por diferentes investigadores, 
se ha llegado a la conclusión de que la estructura de las chalconas influye de manera 
significativa en el tipo de interacción que pueda existir entre este tipo de compuestos 
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y los objetivos moleculares dentro de las líneas celulares de cáncer (Firoozpour et al., 
2012). Lo que permite entender que una chalcona específica no tiene el mismo 
potencial citotóxico sobre todas las líneas celulares, si no por el contrario puede tener 
este efecto solo sobre una línea específica. 
 
El estudio realizado por Ethiraj y colaboradores (2013) evaluaron la citotoxicidad de 
unas chalconas sobre 3 líneas celulares distintas (carcinoma de colon humano (HCT-
15), carcinoma de cuello uterino (HeLa), adenocarcinoma de pulmón (A549)), 
demostrando que una de sus chalconas en este caso la 3c (3- (3,4,5-trimetoxifenil) -
1- (2-naftil) prop-2-en-1-ona) poseía mayor citotoxicidad sobre HeLa que sobre las 
demás líneas celulares, presentando que dependiendo la chalcona se puede tener un 
efecto citotóxico diferencial dependiendo de la línea celular. 
 
Además, se ha evidenciado el efecto citotóxico de distintas chalconas sobre la línea 
celular de cáncer de pulmón A549 mostrando además el blanco molecular y la manera 
en que se genera este efecto. Como se presenta en el estudio de Warmka y 
colaboradores (2012), que observaron la chalcona-24 promueve la inhibición de la 
proliferación celular, estimulación de las vías apoptóticas e inhibe NF-j en líneas 
celulares A549. 
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CAPITULO 2: ESCRITO TRABAJO DE GRADO 

RESUMEN 

El cáncer de pulmón es una enfermedad con gran incidencia en el mundo, siendo el 
segundo tipo de cáncer más común, causando 262,000 muertes al año en América. 
Además, es uno de los tipos de Cáncer con mayor mortalidad, debido a la detección 
tardía presentando una esperanza de vida no mayor a 5 años. Habitualmente las 
personas con este tipo de cáncer se someten a tratamientos como la quimioterapia, 
radioterapia e intervenciones quirúrgicas, procedimientos que traen efectos 
secundarios agresivos que pueden llevar a la muerte. En los últimos años han surgido 
investigaciones para desarrollar nuevos tratamientos que reduzcan los efectos 
secundarios en los pacientes. Los fitoquímicos y este caso los polifenoles han 
demostrado tener diferentes actividades biológicas sobre diferentes tipos de cáncer. 
Entre estos se encuentran 3 chalconas (CS1, CS4 y CS12) que han demostrado tener 
un posible potencial citotóxico, partir de la técnica MTT que determinó la IC50 que 
mide la citotoxicidad en células A549, lo que dio como resultado que estas tres 
chalconas son tienen un potencial citotóxico, siendo CS4 el compuesto con mayor 
citoxocidad y menor valor de IC50 (21,52 µg/mL), seguido de CS1 (21,73 µg/mL) y 
por último CS12 (51,7 µg/mL). se les determinó su actividad proapoptótica., a partir 
de microscopia de inmunofluorescencia se observó en las células A549 tratadas con 
CS1 y CS4 una serie de cambios morfológicos en los microtúbulos mostrando 
cambios en el tamaño del citoplasma y también en el núcleo, por otro lado, CS12 
presento una forma irregular del citoplasma sin cambios en el núcleo.  Con la 
citometría de flujo usando el marcador apoptótico caspasa 3/7, se determinó que CS1 
tiene una actividad apoptótica temprana de 66,04% y apoptosis tardía de 14,55%, 
CS4 con 46,51% (Temprana) - 20,58 (Tardía) y CS12 con 30,35% (Temprana) - 
30,0% (Tardía), todo esto en la línea celular A549.  Por último, utilizando RT-qPCR 
se hizo el análisis de expresión de los genes proapoptoticos Tp53, BIM, BAX y CASP3 
evidenciando que la expresión de los genes en las células expuestas a CS4 fue mayor 
en comparación con las expuestas a CS1. Por lo que se concluye que CS4 es el 
compuesto con mayor actividad citotóxica y proapoptótica en líneas A549, por lo que 
pueden ser una chalcona candidata para futuras investigaciones donde se profundice 
el mecanismo molecular que soporte su potencial terapéutico.  
Palabras clave: Cáncer, Líneas celulares, Genes, Citotoxicidad, apoptosis  
 
 

ABSTRACT: 
 
Lung cancer is a disease with a high incidence in the world, being the second most 
common type of cancer, causing 262,000 deaths per year in America. In addition, it is 
one of the types of cancer with the highest mortality, due to late detection, with a life 
expectancy of no more than 5 years. Usually, people with this type of cancer undergo 
treatments such as chemotherapy, radiotherapy and surgical interventions, 
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procedures that bring aggressive side effects that can lead to death. In recent years, 
research has emerged to develop new treatments to reduce side effects in patients. 
Phytochemicals and in this case, polyphenols have been shown to have different 
biological activities on different types of cancer. Among these are 3 chalcones (CS1, 
CS4 and CS12) that have been shown to have a possible cytotoxic potential, based 
on the MTT technique that determined the IC50 that measures cytotoxicity in A549 
cells, which resulted that these three chalcones are have a cytotoxic potential, being 
CS4 the compound with the highest cytotoxicity and the lowest IC50 value (21.52 
µg/mL), followed by CS1 (21.73 µg/mL) and finally CS12 (51.7 µg/mL). Their 
proapoptotic activity was determined, from immunofluorescence microscopy, a series 
of morphological changes in the microtubules were observed in A549 cells treated with 
CS1 and CS4, showing changes in the size of the cytoplasm and in the nucleus; on 
the other hand, CS12 presented an irregular shape of the cytoplasm without changes 
in the nucleus.  With flow cytometry using the apoptotic marker caspase 3/7, it was 
determined that CS1 has an early apoptotic activity of 66.04% and late apoptosis of 
14.55%, CS4 with 46.51% (Early) - 20.58 (Late) and CS12 with 30.35% (Early) - 30.0% 
(Late), all this in the A549 cell line.  Finally, using RT-qPCR, the expression analysis 
of the proapoptotic genes Tp53, BIM, BAX and CASP3 was performed, showing that 
the expression of the genes in cells exposed to CS4 was higher compared to those 
exposed to CS1. Therefore, it is concluded that CS4 is the compound with the highest 
cytotoxic and proapoptotic activity in A549 lines, so it may be a candidate chalcone for 
future research to deepen the molecular mechanism that supports its therapeutic 
potential. 
 Keywords: Cancer, Cell lines, Genes, Cytotoxicity, apoptosis. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 
El cáncer es un conjunto de enfermedades producto de mutaciones que se generan 
en los genes que controlan el ciclo celular, dando lugar a neoplasias que afectan al 
organismo. Para este tipo de enfermedades generalmente son usados tratamientos 
sumamente agresivos como la quimioterapia, la radioterapia y las intervenciones 
quirúrgicas, los cuales generan efectos secundarios y secuelas que pueden afectar 
gravemente la salud del paciente (Cárdenas, 2002, Moreno-Jiménez y Aritsu, 2007, 
Hanahan, 2022).  
 
En Colombia se estima que anualmente se presentan 11,8 afectados por 100.000 
habitantes, al igual que en otros países de la región como: Brasil, Chile, Paraguay, 
Perú, Surinam y Venezuela, se estima que la esperanza de vida de un paciente luego 
de ser diagnosticado es menor a 5 años (Ferlay et al., 2021). Por lo tanto, el diseño 
de modelos de estudio a nivel celular permite evaluar productos naturales con 
potencia anticancerígeno y citotóxico con fines farmacológicos y terapéuticos. 
 
Actualmente han surgido tratamientos alternativos como el uso de la nanotecnología 
para atacar directamente tumores, terapias inmunológicas que afectan dianas 
(“Targets”) específicas en las células cancerígenas y el uso de quimioterapias que 
son menos agresivas que la quimioterapia tradicional (Till et al., 2004; Heath y Davis, 
2008; Demain y Vaishnav, 2011). Se ha destacado el uso de extractos y compuestos 
naturales como agentes quimioterapéuticos, con los que se busca complementar 
tratamiento anticancerígeno, así facilitar el manejo de la enfermedad al disminuir el 
tiempo y/o el uso de tratamientos clásicos y agresivos normalmente utilizados 
(Ouyang et al., 2021).  
 
Dentro de los compuestos fitoquímicos que han presentado actividad en dianas 
específicas, identificadas con actividad citotóxica y/o anticancerígena se encuentra: 
La Curcumina, Resveratrol y Matairesinol (Cione et al., 2019). Se destacan las 
chalconas como un grupo de compuestos flavonoides que han demostrado tener una 
gran cantidad de actividades biológicas, entre las que se resaltan la citotoxicidad y 
diversos efectos anticancerígenos. Además, resultado tener respuestas citotóxicas 
sobre diferentes líneas celulares de cáncer, como células HT29, A549 (Rao et 
al.,2010). 
 
Este estudio se centrará en la evaluación de la actividad citotóxica que tienen 3 
diferentes chalconas, que fueron aisladas por el grupo de investigaciones InQuiBio – 
Universidad Militar Nueva Granada. Se evaluaron en la línea celular (A549), 
determinando si estas chalconas tienen potencial uso complementario a tratamientos 
anticancerígenos y dilucidar posibles mecanismos por los que estos actúan. Por lo 
que la pregunta de investigación es;  ¿Las 3 chalconas tienen actividad citotóxica y/o 
actividad proapoptotica en una línea celular de cáncer de pulmón A549? 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general 
• Evaluar el potencial citotóxico de 3 diferentes chalconas provenientes de una 

biblioteca in house sobre la línea celular de cáncer de pulmón A549 y 
determinar las candidatas con actividad proapoptótica. 

3.2. Objetivos específicos 
• Estimar la actividad citotóxica e índice de selectividad de las 3 chalconas sobre 

la línea celular A549. 
• Determinar si las chalconas con mejor actividad citotóxica en células A549 

inducen apoptosis en las células A549. 
• Observar los cambios morfológicos que producen las chalconas con mejor 

actividad citotóxica en las células A549.  
• Analizar la expresión de genes pro apoptóticos en células A549 sometidas a 

tratamientos con las chalconas inductoras de apoptosis. 
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MATERIALES Y METODOS 

4.1. Obtención de chalconas 
En este trabajo se evaluaron 3 chalconas que fueron aisladas por el grupo de 
investigación InQuiBio de la Universidad Militar Nueva Granada y fueron donadas 
por el Dr. Ericsson Coy. 
 

Tabla 1. Chalconas aisladas por el grupo de investigación InQuiBio de la UMNG. 

Compuesto Nombre 
Chalcona 

Origen Estructura 

CS1 2',4'-
dihydroxychal

cone 

Piper aduncum 
 
 

 

CS4 4,2',4'-
trihydroxychal

cone 

Nectandra 
longifolia 

 

CS12 4,2'-dihydroxy-
3-

methoxychalc
one 

(Licochalcone 
A) 

 

Lupinus mutabilis 

 
 

4.2. Cultivos celulares:  
Se utilizaron las líneas A549, como línea tumoral de pulmón, y la MRC5, como línea 
celular de control normal. Las líneas celulares se sembraron en cajas de cultivo T25, 
en RPMI-1640 (Lonza) y suplementado con SFB al 10% 1% de L-Glutamina y 1% de 
antibiótico (penicilina/estreptomicina) se incubaron a 37°C y 5% de CO2.  
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4.3. Determinación de la viabilidad celular MTT 
Se determino la actividad citotóxica de los compuestos mediante el ensayo MTT (3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio bromuro; azul de tiazolilo), para esto se 
cultivaron aproximadamente 8000 células por pozo en una placa de 96 pozos. Se 
incubaron a 37°C y 5% de CO2 durante 24 horas, luego se realizó el tratamiento con 
los compuestos por triplicado y se dejó en incubación durante 48 horas. Se retiró el 
medio de cultivo y se adiciono 100 μl del reactivo MTT (Sigma-Aldrich) [0.5 mg/mL] 
del Y se le adiciono 100 μL de dimetilsulfóxido (DMSO) para disolver cristales. La 
lectura se realizó en el lector de microplacas modelo 680 de BIO-RAD® con longitud 
de onda de 570 nm, se calculó el porcentaje de viabilidad y se determinó la 
concentración de inhibición del crecimiento del 50% de la población celular (IC50) 
utilizando regresión no lineal en el software GraphPad Prism 9.0. 

4.4. Apoptosis por citometría de flujo kit Casp3/7-AAD  
Se realizo el análisis cuantitativo de células vivas y apoptosis con el Kit “Muse® 
Casp3/7-AAD & Dead Cell Kit” de Luminex en el analizador de células Guava® 
Muse®. A partir de células A549 tratadas con los compuestos al IC50. Se cultivaron 
células en concentración 1x104 células/mL, en un tubo con 100µL de suspensión 
celular se agregó 100µL del reactivo Muse® Casp3/7-AAD y Dead Cell, se incubo 
durante 20 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente, se midieron 
las muestras en el analizador de células Guava® Muse® (Delgado, 2021). 
 

4.5. Detección de cambios en la morfología celular asociados a la inducción de 
apoptosis 
Se cultivaron aproximadamente 7000 células por pozo en placa de 96 pozos. Se 
incubaron a 37°C y 5% de CO2 durante 24 horas, posteriormente se trataron las 
células con los 3 compuestos y se incubaron por 24 horas. Se fijaron las células con 
metanol absoluto se incubaron a -20°C por 10 minutos y acetona 20 segundos.  Se 
adiciono en los pozos el anticuerpo monoclonal Anti-α-Tubulina en relación 1:2000 en 
Albúmina de Suero Bovino (BSA) 5% y se incubo durante 12 horas a 4°C, se lavaron 
las muestras con “Tween-Tris-buffered saline” (TTBS) por 5 minutos en agitación a 
70 rpm. Luego se adicionaron 80µL de Alexa Flour™ 488 (Pierce- Thermo-Fisher) 
1:700 anticuerpo/BSA 2,.5% y se incubaron en oscuridad durante 2 horas y se lavaron 
las muestras con TTBS. 
 
La tinción de los núcleos se realizó con 50 µL de 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) [1 
ug/mL] en relación 3:1 con VECTASHIELD® y se incubo a temperatura ambiente en 
oscuridad por 15 minutos. Se observo el resultado en el microscopio Motic 2.0. 

4.6. Extracción de ARN  
Se cultivaron aproximadamente 1x106 celulas las cuales fueron tratadas con CS1 y 
CS4. A partir de células lavadas con buffer fosfato salino pH 7.4 (PBS) 1X se realizó 
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la extracción del ARN total mediante el protocolo de extracción preestablecido en el 
script para el Kit de extracción de ARN Total MagMAX™ mirVana™ en el equipo 
“KingFisher Flex System” de Thermo Fisher Scientific. Se adicionó 200µL de “Lysis 
Binding Mix” para cada una de las muestras se programó la agitación de la placa 
durante 3 minutos a 950 rpm, luego se agita por 5 minutos con 20µL de “Binding 
Beads Mix” a 850 rpm.  
 
Luego se programó un lavado con 150µL de “Wash Solution 1” con agitación de 1 
minuto a 950 rpm. Nuevamente se puso la placa de procesamiento en el soporte 
magnético por 1 minuto y se descartó el sobrenadante. Se retiro la placa de 
procesamiento del soporte magnético y con 150µL de “Wash Solution 2”. Se agito por 
2 minutos a 1150 rpm la placa de procesamiento sin cubrir para secar las perlas de 
unión de ARN. Se añadieron 50µL de Turbo DNase™ a cada muestra con agitación 
por 15 minutos a 1050 rpm. Luego se añadió 50µL de “Rebinding Buffer” y 100µL de 
isopropanol en cada muestra. Se cubrió y agito durante 3 minutos a 950 rpm. Se 
coloco la placa de procesamiento en el soporte magnético por 3 minutos, se retiró el 
sobrenadante sin arrastrar las perlas de unión de ARN. Luego se retiró la placa del 
soporte magnético y se agregaron 150µL de “Wash Solution 2” a cada muestra. Se 
cubrió y agito la placa por 1 minuto a 950 rpm, luego se retiró el sobrenadante.  
 
Agitando la placa de procesamiento por 2 minutos a 1050 rpm para secar las perlas 
de unión al ARN. Se añadió 100µL de “Elution Buffer” precalentado a cada muestra, 
se cubrió y agito 3 minutos a 1050 rpm. Se dispuso la placa en el soporte magnético 
por 3 minutos y se transfirió el sobrenadante a el plato de elución. El ARN extraído y 
purificado se almaceno a -80°C en un tubo de PCR de 200µL para cada muestra. 
  

4.7. RT-qPCR 
Se sintetizo cDNA a partir de RNA total extraído y purificado, con el Kit “Transcriptor 
First Strand cDNA Synthesis” de ROCHE, se empleó el sistema de priming basado 
en dos primers y la transcriptasa reversa de alta sensibilidad. Para la qPCR se utilizó 
el Kit “LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I” en termociclador de 
referencia “LightCycler® 96 System” con los “primers” para los genes proapoptóticos 
BIM, BAX, CASP3 y TP53. se empleó como “Housekeeping” Beta-actina (Tabla 3.).  
la cual fue cuantificada en todas las muestras  
 
Los primers (Tabla 2.) fueron diseñados por el grupo de investigaciones GIBGA de la 
U.D.C.A., realizaron alineamientos a partir de secuencias curadas en la base de datos 
RefSeq con el fin de determinar regiones consenso Y quienes verificaron en el 
software OligoAnalyzer 3.0. los parámetros de diseño utilizados para los iniciadores  
 



27 

Tabla 2. Primers diseñados por el grupo de investigaciones GIBGA para el estudio de 
genes proapoptoticos 

Gen Primer (5′–3′) Annealing Tm(°C) Amplicon (nt) 

BIM 

CCCCGCTTTTCA
TCTTTATG 58.00 85 GGGCTCCTGTCT
GTGTCAA 

TP53 

GGGAGCACTAA
GCGAGCA 59.00 105 AAAGCTGGTCTG
GTCCTGAA 

CASP3 

TGAGTGCTCGCA
GCTCATA 59.00 95 GGGCTCGCTAA

CTCCTCAC 

BAX 

ACCTTGACTTGA
TTAGTGCCTTCT 59.00 78 GGGTCATCAATG

AACTTGAGC 

Beta-Actina 

AAGTCCCTTGCC
ATCCTAAAA 59.00 91 ATGCTATCACCT
CCCCTGTG 

 
 

Tabla 3. Protocolo de amplificación utilizado en la qPCR 

Paso Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 95°C 10 min 

45 CICLOS 
Desnaturalización 95°C 10 s 

Annealing 59°C 30 s 
Extensión 68°C 1 min 

Final 
Elongación 40°C 30 min 

 
Se cuantifico la expresión de estos genes de células A549 no tratadas y tratadas con 
los compuestos CS1, CS4, CS12 y el control positivo Taxol (Tx), El experimento se 
realizó por triplicado. 

 
Para comparar la variación de expresión del gen de interés se utilizó el método ΔCt, 
donde se usaron las siguientes ecuaciones para calcular el ΔCt, ΔΔCt y el Fold 
change a partir del promedio de los datos. 
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ΔCt (muestra) = Ct (gen de interés) − Ct (gen de referencia) 
 

Luego se calcularon las diferencias entre las muestras del experimento es decir las 
células tratadas con los compuestos y las tratadas con el Taxol (Tx), es decir las 
muestras tratadas con Taxol (Tx).  

 
ΔΔCt = ΔCt (muestra del experimento) − ΔCt (control positivo) 

 
Por último, se calculó las variaciones relativas de la expresión genética utilizando 2 
como la eficiencia que se fija en el 100% con la siguiente formula:  

 

Fold change=  
 

4.8. Análisis estadístico.  
Para el análisis estadístico primero se realizó un test de Shapiro Wilk, para observar 
la normalidad de los datos de “Fold change” que provocaba cada uno de los 3 
compuestos (CS1, CS4 y Tx), donde el nivel de significancia fue de 0,005. Posterior 
a esto se realizó un test de Welch T-student no apareado para comparar las 
diferencias significativas del “Fold chanche” entre cada una de las muestras, 
estableciendo como nivel de confianza del 95%. Todo esto se realizó en el programa 
GraphPad Prims 9.   
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION 

A continuación, se presenta el análisis de los resultados obtenidos en el estudio de la 
evaluación de la actividad citotóxica de 3 chalconas y proapoptótica de las candidatas 
para el potencial uso en el tratamiento contra el cáncer de pulmón. 

1. ANÁLISIS DE RESULTADOS 

1.1. Citotoxicidad e índice de selectividad de los compuesto CS1, CS4 y CS12 

 
Grafica 1. Valores de IC50 (Línea punteada) representados por la gráfica de 
regresión lineal. donde el eje Y representa el porcentaje de viabilidad celular, y el eje 
X representa los valores de las distintas concentraciones evaluadas de los 
compuestos CS1, CS4 y CS12 a los cuales fueron sometidas las células MRC-5 y 
A549 por triplicado. El valor de IC50 está representado en g/ml en la parte superior 
de la gráfica. 
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La viabilidad celular de la línea celular (A549) y células de broblastos sanos de pulmón 
(MRC-5) (MRC-5), se evaluó después de 48 horas de exposición con cada una de las 
chalconas (CS1, CS4 y CS12) en el ensayo MTT (Grafica 1).  Se determinó la 
concentración de inhibición para cada una de las chalconas en la que el 50% de las 
células muere. La línea celular A549 y las células sanas (MRC-5) presentan con el 
compuesto CS1 con IC50=21,52 µg/mL (A549) y 30,57 µg/mL (MRC-5) siendo más 
sensibles las células A549 en comparación con el control. Con respecto al ensayo 
con el compuesto CS4, las células A549 presentaron un IC50=21,73 µ/mL y el control 
MCR-5 IC50=27,57 µg/mL, siendo la línea MRC-5 más resistente al compuesto. En 
cuanto a CS12, la línea MRC-5 tuvo un IC50=59,94 µg/mL mayor al resultado en la 
línea A549 con IC50=51,70 µg/mL, siendo MRC-5 más resistente al compuesto en 
comparación a A549. En el ensayo de citotoxicidad, la línea celular A549 tuvo menor 
IC50 en comparación con el control MRC-5, en cada uno de los ensayos con 
exposición a las chalconas. Se destacan CS4 y CS1, ya que presentaron valores 
cercanos de sus respectivos IC50 en A549, en comparación al compuesto CS12 
donde las células A549 tuvieron mayor resistencia al tratamiento.  
 

  
Grafica 2. Grafica de barras representando el Índice de selectividad donde el eje Y 
representa el valor de IS (Índice de selectividad) de los compuestos CS1, CS4 y CS12 
que están el eje X.  Esto representa la relación del IC50 entre las células sanas MRC5 
y células de cáncer A549. 

 
El índice de selectividad (IS) es la relación del IC50 de células sanas (Control) y las 
células de cáncer tratadas con el mismo compuesto (Wang et al., 2012). La relación 
entre el IC50 de la línea celular control MRC-5 y la línea celular A549 tratadas con 
cada una de las chalconas. La figura 4 presenta el IS de cada compuesto, CS4 
presento el IS mayor, seguido por CS1 y CS12. Por ende, CS4 es el compuesto que 
tiende a tener mayor capacidad antiproliferativa en comparación con las otras 
chalconas evaluadas. 
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El compuesto CS1 ha demostrado tener capacidad antiproliferativa y anticancerígena 
en diferentes líneas celulares. Wang y colaboradores (2012), a partir del ensayo in 
vitro con Sulforhodamina B (SRB) en células tumorales MCF-7 presentaron el IC50 
(IC50 = 8,4–34,3 μM), en células MDA-MB-231 (IC50 = 8,4–34,3 μM) y A549 (IC50 
15,3–36,3 μM). La línea celular A549 tratada con CS1 presento un IC50=90,45 μM, 
un valor más alto a los presentados por Wang y colaboradores. Al ser diferentes la 
condiciones del ensayo, no se pueden comparar los valores IC50 menores a los 
resultados con los presentados en ese estudio. Sin embargo, el resultado de 
citotoxicidad y IS permite identificar el potencial antiproliferativo que tiene el 
compuesto CS1 en la línea celular A549.  
 
El compuesto CS4 ha demostrado tener actividad quimiopreventiva en estudios in 
vivo e in vitro, se le han atribuido propiedades anticancerígenas y citotóxicas como la 
inhibición de proliferación, migración y adhesión heterogénea en células A549 (Hsu 
et al., 2004). Además, Yamazaki y colaboradores (2002), demostró el potencial 
terapéutico que tiene el CS4 en la inducción de apoptosis en diferentes modelos 
celulares, inhibiendo la formacion de tumores, carcinogénesis y metástasis. El IC50 
obtenido en el ensayo de la línea A549 tratada con CS4 fue IC50=83,98, en 
comparación con los resultados presentados por Sun y colaboradores (2022), se 
evaluó CCK-8 a 48 horas después del tratamiento con el compuesto en la línea celular 
A549, se obtuvo el IC50=33.46±4.11 µM. Sin embargo, el resultado del IC50 varia 
puesto que se evaluaron con diferentes condiciones, pero se destaca que la 
concentración de CS4 en A549 tuvo la menor concentración en la citotoxicidad y IS 
entre las 3 chalconas evaluadas.  
 
En cuanto CS12, en la revisión bibliográfica son pocos los estudios que se han 
realizado evaluando este compuesto en cuanto a citotoxicidad. En el estudio 
presentado por Cho y colaboradores (2017) presentaron un IC50= ± 25 μg/mL en las 
células cancerosas escamosas KB humana. El IC50 obtenido en el ensayo de la línea 
celular A549 tratadas con CS12 fue de IC50=51,7 μg/mL, siendo el IC50 más alto y 
el IS más bajo en comparación con los tratamientos utilizando CS1 y CS12 en células 
A549. Por ende, el compuesto CS12 tiene actividad diferencial dependiendo de la 
línea celular, en el caso de KB humana presenta una capacidad citotóxica importante, 
por otro lado, en A549 no muestra esa capacidad de citotoxicidad ni selectividad con 
células tumorales en esta línea.  
 

1.2. Análisis morfológico por inflorescencia de la línea celular A549 
Se realizó el análisis de microscopía de inflorescencia en las células A549 tratadas 
con las tres chalconas (CS1, CS4 y CS12) a partir de la concentración de inhibición 
dada por el IC50 en el ensayo MTT en comparación con el control positivo Taxol (Tx) 
y negativo (CN).  
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En general, se pueden observar diferentes variaciones en las células a nivel de 
microtúbulos, núcleo, tamaño y forma. Para poder observar síntomas de la apoptosis 
se marcaron con flechas rojas aquellos cambios evidentes relacionados con 
apoptosis. 

  

  
Figura 1. Micrografía de inflorescencia, mostrando el efecto en núcleo (DAPI-AZUL) 
y en los microtúbulos (α-tubulina-Verde) sobre células A549 después de 24h de 
incubación con el compuesto CN (Taxol). 
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Figura 2. Micrografía de inmunofluorescencia, mostrando el efecto en núcleo (DAPI-
AZUL) y en los microtúbulos (α-tubulina-Verde) sobre células A549 después de 24h 
de incubación con el compuesto CS1 a la concentración encontrada con el IC5 y así 
mismo su control negativo (CN). Se señala con flechas rojas los aparentes síntomas 
de apoptosis. 

  

 
Figura 3.  Micrografía de inmunofluorescencia, mostrando el efecto en núcleo (DAPI-
AZUL) y en los microtúbulos (α-tubulina-Verde) sobre células A549 después de 24h 
de incubación con el compuesto CS4 a la concentración encontrada con el IC50, así 
mismo su control negativo (CN). Se señala con flechas rojas los aparentes síntomas 
de apoptosis. 
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Figura 4. Micrografía de inmunofluorescencia, mostrando el efecto en núcleo (DAPI-
AZUL) y en los microtúbulos (α-tubulina-Verde) sobre células A549 después de 24h 
de incubación con el compuesto CS12 a la concentración encontrada con el IC50, así 
mismo su control negativo (CN). 

  
Las células A549 tratadas con los compuestos CS1 y CS4 (Figura 2 – 3) marcadas α- 
tubulina, se observan cambios en los microtúbulos que comprometen el tamaño del 
citoplasma como se señala en la microscopia (Flecha roja) en comparación con el 
control negativo (CN). Con respecto las células marcadas con DAPI se evidencia 
cambio en el tamaño y forma de los núcleos, estos se ven afectados por el tratamiento 
con CS1 y CS4, siendo más pequeños en comparación con el CN. Con respecto a las 
células tratadas con el compuesto CS12 (Figura 4) en comparación con CS1 y CS4, 
fue menor el daño causado por la exposición a este compuesto, se observan cambios 
en la morfología y el tamaño de los núcleos en comparación con el CN.  Este tipo de 
cambios pueden ser asociados a apoptosis dado que los síntomas observables están 
definidos como: la contracción citoplasmática que puede explicar por qué hay un 
cambio en el tamaño del citoplasma, y condensación de la cromatina que a su vez 
nos daría una explicación de por qué el núcleo cambia de tamaño y forma (Galluzzi 
et al., 2018). Sin embargo, no en este caso no se puede afirmar que los cambios en 
la morfología asociados al tratamiento con CS1, CS4 y CS12 son atribuidos a 
apoptosis, ya que el “Nomenclature Committee on Cell Death” (NCDD) aclara que, 
para definir apoptosis, se necesita una base genética, bioquímica, farmacología y 
funcional.  
 
Los cambios morfológicos y el modo de muerte dependen de varios factores como el 
tipo de células y los estímulos a los que son sometidas (Ziegler & Groscurth 2004). 
Por esto, cada uno de los compuestos va a genera una respuesta diferente, 
dependiendo de la estructura molecular propia. Tanto CS1 y CS4 han demostrado 
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tener similitud en la actividad sobre las células A549, esto podría estar relacionado 
con la similitud que tienen la estructura (Tabla 2). Estas comparten dos hidroxilos en 
posición 1-3 en el anillo B, donde la única diferencia es que CS4 en este caso posee 
un hidroxilo en el anillo A. Go y colaboradores (2005) sugieren que la presencia de 
sustituyentes oxigenados en la posición 2' es una de las características favorables 
para la citotoxicidad. En caso CS1, CS2 y CS12 comparten esa característica, CS4 
posee una mayor cantidad de grupos hidroxilos, teniendo dos en el anillo B y uno 
adicional en el anillo A, lo cual se puede relacionar con su actividad dentro de las 
células A549. Se ha evidenciado en líneas de cáncer que la cantidad y posición de 
hidroxilos en las chaconas se relaciona con su actividad citotóxica (Kikuchi et 
al.,2018). Por ende, se requieren más investigaciones que permitan determinar si esta 
premisa es correcta en todos los compuestos que tengan esta característica.  
 

1.3. Citometría de flujo marcadas con Casp-3/7 + 7-AAD  
  
Se realizo el análisis cuantitativos de células vivas, apoptosis temprana – tardía y 
muerte celular a partir de citometría de flujo marcada con Casp 3/7+AAD, se 
evaluaron las concentraciones de inhibición dadas por el IC50 de con los compuestos 
CS1, CS4 y CS12 
 
Las caspasas son proteínas que participan activamente en el proceso de muerte 
celular programada (Apoptosis), en respuesta a señales proapoptóticas (Riedl y Shi, 
2004). Existen dos tipos de caspasas unas que se encargan del inicio de la cascada 
de señalización para iniciar apoptosis, y otras que son conocidas como caspasas 
efectoras, que su papel radica en la descomposición celular mediante la escisión de 
proteínas estructurales (Caspasas-3 y -7) (Alcolea et al., 2019; Scabini et al., 2011). 
Por lo que la activación de la caspasa -3/7 es un muy buen marcador para estudiar la 
apoptosis (Kitagawa et al.,2016). 
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Grafica 3. Detección de Casp-3/7+ AAD por citometría de flujo para la identificación 
de apoptosis en la línea celular A549 Con el control negativo (A), controles positivos 
con la exposición de las células con Taxol(B-C) y la exposición a CS1 (D),CS4 (E) y 
CS12 (F)durante 24h al IC50. 

 
Como se observa en la citometría de flujo del control negativo (CN) (Grafica 3-A.) en 
el cuadrante inferior izquierdo corresponde a células vivas que no fueron detectadas 
por los marcadores (97,20%), en el cuadrante inferior derecho corresponden a células 
marcadas con Muse ® Casp-3/7  las cuales están en apoptosis temprana (1,15%), el 
cuadrante superior derecho marcadas con Muse ® Casp 3/7 y 7-AAD corresponde a 
células apoptóticas muertas (1,05%) y el cuadrante superior izquierdo presenta la 
células únicamente con 7-AAD, correspondiente a células muertas (0,60%). Se 
evidencia que en las células que no fueron tratadas no hubo % importante en 
apoptosis temprana – tardía y muerte celular, el % de células vivas fue el más 
relevante.  
  
La citometría de flujo del control positivo Taxol (Tx) con 2 concentraciones 21 µg/mL 
y 51 µg/mL (Grafica 3 B y C .) en el cuadrante inferior izquierdo corresponde a células 
vivas que no fueron detectadas por los marcadores (7,94% y 23,49%), el cuadrante 
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inferior derecho corresponden a células marcadas con Muse ® Casp-3/7  las cuales 
están en apoptosis temprana (83,34% y 70,24%), el cuadrante superior derecho 
marcadas con Muse ® Casp 3/7 y 7-AAD corresponde a células apoptóticas muertas 
(9,13% y 5,94%) y el cuadrante superior izquierdo presenta la células únicamente con 
7-AAD, correspondiente a células muertas (0,60% y 0,33%). Se evidencia que en las 
células que fueron tratadas Tx en las concentraciones 21 µg/mL y 51 µg/mL, 
presentaron un % importante de apoptosis temprana, mayor en la concentración 21 
µg/mL con menor % de células vivas. 
 
Como se observa en la citometría de flujo con el tratamiento CS1 (21,52 µg/mL) 
(Grafica 3-D) el cuadrante inferior izquierdo corresponde a células vivas que no fueron 
detectadas por los marcadores (18,88%), en el cuadrante inferior derecho 
corresponden a células marcadas con Muse ® Casp-3/7  las cuales están en 
apoptosis temprana (66,04%), el cuadrante superior derecho marcadas con Muse ® 
Casp 3/7 y 7-AAD corresponde a células apoptóticas muertas (14,55%) y el cuadrante 
superior izquierdo presenta la células únicamente con 7-AAD, correspondiente a 
células muertas (0,54%). En comparación con CN, se evidencia un aumento en el % 
de apoptosis temprana, y menor al % presentado con el control positivo (Tx). Lo que 
demuestra que CS1 tiene actividad apoptótica sobre las células A549 tratadas. 
 
La citometría de flujo con el tratamiento CS4 (21,73 µg/mL) (Grafica 3-E.) el cuadrante 
inferior izquierdo corresponde a células vivas que no fueron detectadas por los 
marcadores (30,81%), en el cuadrante inferior derecho corresponden a células 
marcadas con Muse ® Casp-3/7  las cuales están en apoptosis temprana (46,51%), 
el cuadrante superior derecho marcadas con Muse ® Casp 3/7 y 7-AAD corresponde 
a células apoptóticas muertas (20,58%) y el cuadrante superior izquierdo presenta la 
células únicamente con 7-AAD, correspondiente a células muertas (2,10%). En 
comparación con CN, se evidencia un aumento en el % de apoptosis temprana y 
tardía, y menor al % presentado con el control positivo (Tx) y a las células tratadas 
con CS1. Lo que demuestra que CS4 tiene actividad apoptótica sobre las células 
A549 tratadas.    
 
La citometría de flujo con el tratamiento CS12 (51,7 µg/mL) (Grafica 3-F.) el cuadrante 
inferior izquierdo corresponde a células vivas que no fueron detectadas por los 
marcadores (37,81%), en el cuadrante inferior derecho corresponden a células 
marcadas con Muse ® Casp-3/7  las cuales están en apoptosis temprana (30,35%), 
el cuadrante superior derecho marcadas con Muse ® Casp 3/7 y 7-AAD corresponde 
a células apoptóticas muertas (30,0%) y el cuadrante superior izquierdo presenta la 
células únicamente con 7-AAD, correspondiente a células muertas (2,61%). En 
comparación con CN, se evidencia un aumento en el % de apoptosis temprana y 
tardía, y menor al % presentado con el control positivo (Tx) y a las células tratadas 
con CS1 y CS4. Lo que demuestra que CS4 tiene actividad apoptótica tardía y 
temprana, pero él % de células vivas fue mayor que lo relacionado con muerte celular.   
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En este estudio se demuestra como las chalconas CS1, CS4 y CS12 inducen la 
apoptosis en la vía dependiente de caspasas 3 y 7. Estas son ejecutoras de apoptosis, 
ya que coordinan la escisión de proteínas estructurales y de reparación (Slee et al., 
2001). La caspasa 3 juega un papel importante en la apoptosis, debido a que participa 
en la degradación de ADN, formacion de ampollas en la membrana plasmática, 
proteólisis de sustratos y la condensación nuclear presentada en las Figuras 5-8 (Fan 
et al., 2005; Walsh et al.,2008). 
  
La caspasa 3 y 7 tiene un rol importante en la importante en la apoptosis, debido a 
que esta participa en la degradación del ADN, la condensación nuclear que vimos en 
las figuras…, la formación de ampollas en la membrana plasmática y la proteólisis de 
sustratos de algunas caspasas (Fan et al., 2005; Walsh et al.,2008). En este estudio 
se demostró que CS1 y CS4 y CS12 participan en la activación mediada por las 
caspasas 3 y 7, participando en la apoptosis temprana y tardía. La actividad anti 
proliferativa de las chalconas se relaciona con la detención del ciclo celular y la 
inducción apoptótica (Michjalkova et al., 2021). Aunque las chalconas han 
demostrado detener el ciclo celular en varias fases, se ha demostrado que en su 
mayoría lo hacen la fase G2/M, lo que subsecuentemente provocará la apoptosis 
(Mirzaei et al., 2017). Por lo general, la actividad apoptótica que tienen este tipo de 
compuestos se relaciona con el estrés oxidativo que provoca a la apoptosis, es decir 
apoptosis intrínseca o mediada por la mitocondria (Szliszka et al.,2009). Sin embargo, 
no se puede definir cómo funciona la cascada de señalización con los ensayos 
realizados, que provoca la activación de estas proteínas, por lo que se requiere más 
investigación para dilucidar la Bioquímica estos compuestos en la cascada de 
señalización. 
 

1.4. Análisis de expresión genética 
  
Se realizó el análisis de expresión a partir de RT-qPCR de genes proapoptóticos (P53, 
BAX, BIM y CASP) con el método ΔCt, inducidos por los compuestos CS1 (IC50= 
21,52 µg/mL) y CS4 (IC50= 21,73 µg/mL). 
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1.4.1. Análisis de expresión TP53 

 
Grafica 4. Expresión del gen TP53 en células A549 expuestas a los compuestos CS1, 
CS4 y TX (Control positivo-CP) a concentraciones de 20 μg/mL (A) y 40 μg/mL (B). 
Diferencias significativas entre tratamientos: p value <0.1234 (no significativo - ns); p 
value < 0,0002(***). 

 
La expresión del gen TP53 en células A549 (Grafica 4.) expuestas a CS4, CS1 y Taxol 
(Tx). En la gráfica 6 (A) se presenta la expresión de Tp53 inducida por CS1 con Fold 
change (>2), CS4 (> 6) y Tx (< 2). En la gráfica 4 (B) se utilizó el doble de la 
concentración de los compuestos, se muestra menor expresión del gen con los 
compuestos CS1 (< 2) y CS2 (< 3) y el aumento en Tx (> 2). Por ende, CS4 indujo la 
expresión del gen en comparación con el CS1 (P value= 0,0004) y Tx (P value= 
0,0008) en la concentración inicial, pero con el doble de la concentración, disminuyó 
la expresión en CS4 y aumento en control positivo Tx.  
  
El gen TP53 codifica a la proteína p53, es un gen que participa como supresor tumoral 
y juega un papel importante en diferentes procesos del ciclo celular, tales como la 
regulación genética y la apoptosis (López et al.,2001). La pérdida de función o 
mutación de este gen provoca la pérdida de respuesta de esta regulación génica, por 
lo que se desencadena una proliferación descontrolada de las células, llevando a la 
aparición de neoplasias, que por consecuencia pueden llevar a la aparición de cáncer 
(Muller y vousden, 2013).  En células de cáncer, por lo general los niveles de 
expresión de Tp53 son bajos o nulos, en el caso de este estudio el control negativo 
dio un valor de expresión de 0. Cuando las células se enfrentan a condiciones de 
estrés ambiental como puede ser la exposición a las chalconas, Tp53 se activa, lo 
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que conlleva a la acumulación de esta proteína en el núcleo, desencadenando la 
apoptosis (Moreira et al.,2021).  
  
CS4 en este estudio mostró un aumento de la expresión de Tp53 mayor en 
comparación con CS1, lo que indica que la actividad proapoptótica de estos dos 
compuestos, aunque en diferente medida, están mediadas por Tp53 en células A549 
a concentraciones de IC50. En un estudio realizado por Hsu y colaboradores (2004), 
se observó que 4,2',4'-trihydroxychalcone (CS4) bloqueaba la progresión del ciclo 
celular en fase G0/G1 mediante un aumento de la expresión de Tp53, lo que resultaba 
en la muerte celular por apoptosis. En varios reportes se ha evidenciado que la 
actividad de las chalconas sobre la actividad de Tp53 está mediada por los hidroxilos, 
si observamos que CS4 provocó mayor expresión de gen al tener mayor cantidad de 
hidroxilos que CS1 (Moreira y vousden, 2021). En cuanto a CS1 son pocos los 
estudios que relacionan la actividad de este compuesto con la actividad de Tp53, pero 
este al ser un compuesto con actividad citotóxica y genotóxica, puede llegar a 
provocar apoptosis mediada por el gen al aumentar las Especies Reactivas de 
Oxigeno (ROS) (Mohamed et al., 2020).   
 

1.4.2. Análisis expresión BAX 

 
Grafica 5. Expresión del gen BAX en células A549 expuestas a los compuestos CS1, 
CS4 y TX (Control positivo-CP) a concentraciones de 20 μg/mL (A) y 40 μg/mL (B). 
Diferencias significativas entre tratamientos: p value < 0,0332 (*); p value < 0,0021 
(**); p value < 0,0002(***). 

 
La expresión del gen BAX en células A549 (Grafica 5) expuestas a CS1, CS4 y Taxol 
(Tx).  En la gráfica 5 se presenta la expresión de BAX inducida por CS1 con Fold 
change (< 3), CS4 (> 6) y Tx (< 2). En la gráfica 5 se utilizó el doble de la concentración 
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de los compuestos, la expresión de BAX fue menor con los compuestos CS1 (< 1) y 
CS2 (< 4), y aumento en Tx (> 2). Por ende, CS4 indujo la expresión del gen en 
comparación con CS1 (P value= 0,0142) y Tx (P value= 0,0048) a partir de la 
concentración inicial, sin embargo, con el doble de la concentración disminuyo la 
expresión en CS1 y CS4 y aumento en control positivo Tx 
 
El gen BAX pertenece a la familia de genes que da origen a proteínas proapoptóticas 
(Bcl-2), que hacen parte de la vía intrínseca o mitocondrial de la apoptosis, participa 
en la activación de caspasas consecuente con la muerte celular (Martino y youle, 
2011). El gen BAX da origen a la proteína BAX-alfa, esta juega un papel importante 
en la regulación de apoptosis intrínseca (Apte et al., 1995). La regulación de este gen 
esta mediada por Tp53, por ende, la expresión de ambos está estrechamente 
relacionada (Chipuk et al., 2004). La expresión de este gen en células A549 tras la 
exposición a CS1 y CS4, puede ser generada por la producción de ROS a nivel 
intracelular, estimulando la apoptosis intrínseca. Diferentes estudios han demostrado 
que diferentes chalconas están relacionadas con la regulación positiva de proteínas 
de la familia Bcl-2 dependientes de BAX (Kello et al., 2016; Takac et al., 2018; 
Carpenter y Brady, 2023). 
 

1.4.3. Análisis expresión BIM  

 
Grafica 6. Expresión del gen BIM en células A549 expuestas a los compuestos CS1, 
CS4 y TX (Control positivo-CP) a concentraciones de 20 μg/mL (A) y 40 μg/mL (B). 
Diferencias significativas entre tratamientos: p value < 0,0332 (*); p value < 
0,0002(***). 

 
La expresión del gen BIM en células A549 (Grafica 6) expuestas a CS1, CS4 y Taxol 
(Tx).  En la gráfica 6 se presenta la expresión de BIM inducida por CS1 con Fold 
change (< 4), CS4 (< 8) y Tx (< 2). En la gráfica 6 se utilizó el doble de la concentración 
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de los compuestos, la expresión de BIM fue menor en los compuestos CS1 (> 2) y 
CS4 (< 4), y aumento la expresión en TX (> 6). Por ende, CS4 indujo la expresión del 
gen en comparación con CS1 (P value= 0,0026) y Tx (P value= 0,0015)  a partir de la 
concentración inicial, sin embargo, con el doble de la concentración disminuyo la 
expresión en CS1 y CS4 y aumento en control positivo Tx.  
 
BIM codifica a la proteína Bim, perteneciente a la familia Bcl-2 con motivo BH3, que 
se une con bastante afinidad a cualquier proteína de la familia Bcl-2, de forma que su 
participación en los procesos de apoptosis es bastante amplia. BIM fue uno de los 
genes seleccionados para el estudio por su rol dentro de la apoptosis intrínseca, la 
expresión de este gen se ve inducida por chalconas (Waber et al., 2008; Faber et al., 
2012). Los compuestos evaluados CS1 y CS4 activan vías apoptóticas y se relacionan 
con el aumento en la expresión de BIM en células de cáncer de pulmón A549 por su 
potencial citotóxico.  
 
1.4.4. Análisis de expresión CAS 3 

 

 
Grafica 7. Expresión del gen BAX en células A549 expuestas a los compuestos CS1, 
CS4 y TX (Control positivo-CP) a concentraciones de 20 μg/mL (A) y 40 μg/mL (B). 
Diferencias significativas entre tratamientos: p value < 0,0332 (*);p value < 0,0021 (**). 

 
La expresión del gen CASP3 en células A549 (Grafica 7) expuestas a CS1, CS4 y 
Taxol (Tx). En la gráfica 7 se presenta la expresión de CASP3 inducida por CS1 con 
Fold change (< 4), CS4 (< 8) y Tx (< 2). En la gráfica 7 se utilizó el doble de la 
concentración de los compuestos, la expresión de CASP3 fue menor en los 
compuestos CS1 (< 3), se mantuvo en CS4 (< 8) y aumento en Tx (< 4). Por ende, 
CS4 indujo la expresión del gen en comparación con CS1 (P value= 0,0223) y Tx (P 
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value= 0,0100) en el tratamiento con la concentración inicial. Sin embargo, con el 
doble de la concentración la expresión de CS1 bajo, pero manteniéndose mayor a 2, 
CS4 se mantuvo en rangos similares y aumento en el control positivo Tx.  
 
El gen CASP3 codifica a la proteína caspasa-3, esta participa en la vía intrínseca de 
la apoptosis conocida por pertenecer al grupo de las caspasas efectoras. Esto sugiere 
que las chalconas CS1 y CS4 activan las rutas apoptóticas relacionadas con 
apoptosis intrínseca. No hay estudios que relacionen CS4 o CS1 con la actividad de 
las caspasas, tampoco sobre la interacción a nivel celular. Pero es evidente la 
inducción que hacen sobre CASP3, se requieren más estudios para determinar la 
relación con la vía apoptótica, más allá de la citotoxicidad.   

3.    CONCLUSIONES  

• El compuesto CS4 mostro los mejores valores de citotoxicidad teniendo los 
menores valores de IC50 y mayor valor de índice de selectividad, seguido por 
CS1 y CS12. 

• Los compuestos CS4 y CS1 indujeron cambios en la morfología celular en la 
línea celular A549 que podrían estar relacionados con la apoptosis.  

• El compuesto CS1 provoco mayor apoptosis en células A549, seguido por CS4 
y CS12 

• El compuesto CS4 y CS1 indujeron la expresión de los cuatro genes 
proapototicos (TP53, BAX, BIM y CASP3) en células A549, siendo CS4 el que 
presentó mayores valores de expresión en comparación con CS1. 

4.      RECOMENDACIONES 

• Profundizar en las dianas moleculares con las que interactuaran las 3 
chalconas, y explorar como estas desencadenan mecanismos apoptóticos en 
las células A549.  

• Diseñar una estrategia que permita solubilizar las chalconas para permitir su 
entrada a las células, a fin de poder evaluar su actividad con mayor efectividad. 
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6. ANEXOS 

% VC CS4 MRC5 % VC CS1 MRC5 % VC CS12 MRC5 
29,94 27,12 29,94 32,2 34,46 31,64 47,86 50,71 54,7 
35,03 42,94 35,59 38,98 28,81 31,64 34,19 31,91 47,29 
40,11 41,24 64,41 40,68 40,11 46,33 98,86 92,31 96,87 
92,09 93,79 90,96 105,08 98,31 97,74 94,02 92,31 94,02 
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96,61 99,44 94,35 93,79 94,92 104,52 93,45 100,85 103,13 
100 100 100 100 100 100 100 100 100 
Anexo 1. Porcentajes de viabilidad celular Células MR5 después de la exposición de 
los 3 compuestos. 

 
% VC CS4 A549 % VC CS1  A549 % VC CS12 A549 

36,87 37,53 39,74 37,53 40,51 40,73 49,12 40,84 36,87 
36,87 47,9 31,35 48,79 41,72 40,51 55,63 55,85 54,97 
50,33 49,67 51,88 54,97 64,02 53,64 74,17 69,54 89,62 
77,26 83,44 82,12 66 84,33 83,89 81,02 80,13 79,47 
107,95 107,95 88,3 93,16 96,03 98,23 85,43 88,08 96,69 
100 100 100 100 100 100 100 100 100 
Anexo 2. Porcentajes de viabilidad celular Células A549 después de la exposición de 
los 3 compuestos. 

 

Muestra TARGET 
Promedio 
Cq 

Housekipi
ng 

promedio 
Cq  ΔCq   Δ ΔCq 2Δ ΔCq 

FOLD 
CHANGE 

UT P53 21,76 ACTINA 16,85 4,91 ΔCq2    

CS1-1 P53 21,08 ACTINA 17,79 3,29 ΔCq1 -1,62 
3,07375
0363 

0,325335
464 

UT BIM 22,94 ACTINA 16,85 6,09 ΔCq2    

CS1-1 BIM 21,96 ACTINA 17,79 4,17 ΔCq1 -1,92 
3,78423
0587 

0,264254
51 

UT BAX 21,67 ACTINA 16,85 4,82 ΔCq2    

CS1-1 BAX 21,22 ACTINA 17,79 3,43 ΔCq1 -1,39 
2,62078
6808 

0,381564
802 

UT CASP 23,57 ACTINA 16,85 6,72 ΔCq2    

CS1-1 CASP 22,66 ACTINA 17,79 4,87 ΔCq1 -1,85 
3,60500
185 

0,277392
368 

          
UT P53 21,76 ACTINA 16,85 4,91 ΔCq2    

CS1-2 P53 21,86 ACTINA 17,71 4,15 ΔCq1 -0,76 
1,69349
0625 

0,590496
331 

UT BIM 22,94 ACTINA 16,85 6,09 ΔCq2    

CS1-2 BIM 22,56 ACTINA 17,71 4,85 ΔCq1 -1,24 
2,36198
5323 

0,423372
656 

UT BAX 21,67 ACTINA 16,85 4,82 ΔCq2    

CS1-2 BAX 23,72 ACTINA 17,71 6,01 ΔCq1 1,19 
0,43830
2861 

2,281527
432 

UT CASP 23,57 ACTINA 16,85 6,72 ΔCq2    

CS1-2 CASP 23 ACTINA 17,71 5,29 ΔCq1 -1,43 
2,69446
7154 

0,371130
893 

          
UT P53 21,76 ACTINA 16,85 4,91 ΔCq2    
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CS4-1 P53 22,79 ACTINA 20,64 2,15 ΔCq1 -2,76 
6,77396
2499 

0,147624
083 

UT BIM 22,94 ACTINA 16,85 6,09 ΔCq2    

CS4-1 BIM 23,72 ACTINA 20,64 3,08 ΔCq1 -3,01 
8,05564
44 

0,124136
562 

UT BAX 21,67 ACTINA 16,85 4,82 ΔCq2    

CS4-1 BAX 22,79 ACTINA 20,64 2,15 ΔCq1 -2,67 
6,36429
187 

0,157126
672 

UT CASP 23,57 ACTINA 16,85 6,72 ΔCq2    

CS4-1 CASP 24,17 ACTINA 20,64 3,53 ΔCq1 -3,19 
9,12610
9727 

0,109575
715 

          
UT P53 21,76 ACTINA 16,85 4,91 ΔCq2    

CS4-2 P53 21,2 ACTINA 17,92 3,28 ΔCq1 -1,63 
3,09512
9987 

0,323088
208 

UT BIM 22,94 ACTINA 16,85 6,09 ΔCq2    

CS4-2 BIM 22,27 ACTINA 17,92 4,35 ΔCq1 -1,74 
3,34035
1678 

0,299369
676 

UT BAX 21,67 ACTINA 16,85 4,82 ΔCq2    

CS4-2 BAX 20,96 ACTINA 17,92 3,04 ΔCq1 -1,78 
3,43426
1746 

0,291183
397 

UT CASP 23,57 ACTINA 16,85 6,72 ΔCq2    

CS4-2 CASP 22,68 ACTINA 17,92 4,76 ΔCq1 -1,96 
3,89061
979 

0,257028
457 

          
UT P53 21,76 ACTINA 16,85 4,91 ΔCq2    

Tx-1 P53 22,09 ACTINA 16,8 5,29 ΔCq1 0,38 
0,76843
7591 

1,301341
855 

UT BIM 22,94 ACTINA 16,85 6,09 ΔCq2    

Tx-1 BIM 22,94 ACTINA 16,8 6,14 ΔCq1 0,05 
0,96593
6329 

1,035264
924 

UT BAX 21,76 ACTINA 16,85 4,91 ΔCq2    

Tx-1 BAX 21,7 ACTINA 16,8 4,9 ΔCq1 -0,01 
1,00695
555 

0,993092
495 

UT CASP 23,57 ACTINA 16,85 6,72 ΔCq2    

Tx-1 CASP 23,4 ACTINA 16,8 6,6 ΔCq1 -0,12 
1,08673
4863 

0,920187
651 

          
UT P53 21,76 ACTINA 16,85 4,91 ΔCq2    

TX-2 P53 20,78 ACTINA 17,18 3,6 ΔCq1 -1,31 
2,47941
54 

0,403320
88 

UT BIM 22,94 ACTINA 16,85 6,09 ΔCq2    

TX-2 BIM 20,65 ACTINA 17,18 3,47 ΔCq1 -2,62 
6,14750
0725 

0,162667
732 

UT BAX 21,76 ACTINA 16,85 4,91 ΔCq2    
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TX-2 BAX 20,65 ACTINA 17,18 3,47 ΔCq1 -1,44 
2,71320
8655 

0,368567
304 

UT CASP 23,57 ACTINA 16,85 6,72 ΔCq2    

TX-2 CASP 22,06 ACTINA 17,18 4,88 ΔCq1 -1,84 
3,58010
0284 

0,279321
785 

Anexo 3. Datos de qPCR para los cálculos del Fold change. 
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