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RESUMEN 

 
En este trabajo se planteó un estudio comparativo de los cambios de expresión génica 
inducidos por el Withanólido D en la línea celular MCF-7 que expresa el receptor de 
estrógenos, presenta una forma funcional de p53 y es altamente sensible a fármacos; y la 
línea MDA-MB231, que no expresa el receptor de estrógenos y posee p53 mutado. 

Para esto se realizó un seguimiento en el tiempo o “time-course” evaluando los cambios 
de la expresión génica en múltiples puntos de tiempo (15 minutos, 1, 4, 8, 12 y 24 horas) 
bajo diferentes concentraciones de Withanólido D (1, 5 ,10 y 20 µM). Mediante RT-PCR 
en tiempo real se siguieron los cambios a nivel transcripcional, realizando las 
amplificaciones para los catorce genes seleccionados con base en el estudio previo, que 
intervienen en procesos como ciclo celular, proliferación y muerte celular. 

Por medio de la agrupación jerárquica se identificaron cuatro patrones de expresión 
relacionados con las respuestas tempranas, continuas, transitorias y tardías de la 
expresión de los genes en ambas líneas celulares. Los resultados obtenidos de la 
expresión de Bcl-2 medido por RT- PCR en tiempo real, se correlacionaron con los 
cambios en la expresión de la oncoproteína Bcl-2 medida por inmucitoquimica, inducidos 
por los tratamientos con Withanólido D, observando que mediante ambas metodologías 
se presentó un patrón de expresión similar: en las células MCF-7, la expresión del ARNm 
para este gen aumentó, y en la expresión de la proteína también se observó un aumento. 
Esto indicó que la inmunocitoquímica es una metodología significativa para validar los 
resultados de expresión de ARN mensajero obtenidos por RT-PCR en tiempo real. 

En respuesta a un daño causado por Withanólido D, las células pueden inducir la 
activación de diferentes rutas de reparación del ADN y así activar la respuesta de cito-
protección mediada por proteínas de choque térmico. Dado que además se vio 
interferencia del Withanólido D con la activación de rutas de reparación de ADN y la 
posterior reorganización de la cromatina y la segregación de los cromosomas, es posible 
plantear que se genera un estrés replicativo y un daño que la célula, a pesar de 
desencadenar y activar mecanismos de defensa, no logra contrarrestar este daño y como 
resultado es la muerte celular. 
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ABSTRACT 

 

In the present work, we made a comparative study of changes in the expression of these 
genes induced by Withanolide D in two human breast cancer cell lines: MCF-7 which is 
strongly sensitive to drugs, ER+ and presents functional p53 status; and MDA MB231 
which is ER- and presents p53 tumor suppressor gene mutated. 

Hence, a time-course was made to evaluate changes in gene expression at multiple points 
in time (15 min, 1, 4, 8, 12 y 24 hours) under different concentrations of Withanolide D 
from 1µM to 20µM. Using RT-PCR real time and High Resolution Melting (HRM); 
amplifications were done for fourteen genes which are involved in processes such as cell 
cycle, proliferation and cell death.  

Hierarchical clustering identified four time-related expression patterns which separated into 
early, continuous, transient and late responses patterns in both cell lines. The expression 
level of Bcl-2 was measured by RT-PCR real time and its protein expression was 
confirmed by immune cytochemistry. We observed to have similar late expression patterns 
in both assay in MCF-7 cells. 

The results of the Bcl-2 expression measured by RT-PCR in real time and the expression 
of Bcl-2 oncoprotein measured by immunocytochemistry that were induced by treatments 
with withanolide D were correlated. The expression patterns were similar using both 
methods in MCF-7 cells: the expression of mRNA for this gene increased, and the protein 
expression was also observed an increase. This indicated that immunocytochemistry is a 
significant methodology to validate the results of mRNA expression obtained by RT-PCR 
in real time. 

In response to damage caused by withanolide D, cells can induce the activation of 
different DNA repair pathways and activate the cyto-protective response mediated by heat 
shock proteins. As was also withanolide D interference with the activation of DNA repair 
pathways and the subsequent reorganization of chromatin and chromosome segregation, 
it is possible to argue that generates a replication stress and cell damage, despite to 
trigger and activate defense mechanisms, cells cannot counteract this damage caused by 
this potential antitumoral compound. 
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INTRODUCCIÓN 

 
En el proceso de tamizaje se busca seleccionar nuevas moléculas con potente actividad 
anticáncer, que puedan ser químicamente modificadas para mejorar sus propiedades 
farmacológicas (toxicidad, propiedades físicas y farmacocinética) con el fin de obtener 
compuestos candidatos, susceptibles de ingresar a estudios preclínicos y clínicos [1-5]. 

Sin embargo, el poco éxito que se tiene en el proceso de desarrollo de nuevos fármacos 
esta dado en gran parte al número de moléculas que se seleccionan en función a su 
actividad in vitro, de las cuales, muchas de ellas al profundizar el estudio in vivo muestran 
actividades inespecíficas que causan toxicidad y desfavorecen el balance riesgo / 
beneficio de las propiedades farmacológicas detectadas [5, 6]. 

Es por ello que dentro del proceso de desarrollo de nuevas moléculas con actividad 
anticáncer, una vez seleccionadas las moléculas con base en su actividad, el estudio del 
mecanismo de acción constituye un paso fundamental para conceptuar sobre la viabilidad 
de continuar la investigación de cada compuesto candidato, pues aporta información 
sobre los procesos moleculares que son afectados por el tratamiento con el compuesto y 
permite establecer si éstos son dianas moleculares útiles en la terapéutica. 

Por otro lado, el estudio de los productos naturales como fuente de nuevos fármacos ha 
permitido descubrir moléculas con mecanismos de acción novedosos; esto sugiere que 
aun es posible encontrar moléculas con nuevas formas de acción y resalta la utilidad del 
estudio temprano de estos efectos.  

El Grupo de Farmacogenética del Cáncer (FGC) del Departamento de Farmacia de la 
Universidad Nacional de Colombia, en colaboración con diferentes grupos de 
investigación, ha desarrollado un proceso continuo de evaluación de la actividad biológica 
in vitro de productos de origen sintético, semi-sintético y natural, en particular aislados a 
partir de vegetales, encaminada a la selección de compuestos con potencial actividad 
anticáncer, susceptibles de ser desarrollados como nuevos fármacos. 

Como resultado de este proceso previamente se seleccionó Withanólido D, un compuesto 
proveniente de la especie vegetal Acnistus arborescens con potente actividad citotóxica in 
vitro sobre líneas celulares derivadas de tumores sólidos humanos, y una leve 
selectividad hacia las células tumorales frente a células normales. 

Para iniciar el estudio de su mecanismo de acción se realizó un análisis de expresión 
diferencial empleando las técnicas de ADNc AFLPs y SSH sobre la línea celular MCF-7, 
derivada de adenocarcinoma de mama. En estos estudios se encontró que el tratamiento 
con Withanólido D modifica la expresión de genes que codifican para proteínas 
involucradas en la regulación del proceso de replicación celular y proteínas de choque 
térmico. 

De esta forma, para conocer la relevancia de cada uno de estos cambios observados, se 
consideró necesario realizar un seguimiento que permita cuantificar su orden y 
persistencia durante la exposición al tratamiento y así plantear la posible relación entre 
éstos y la muerte celular inducida por el tratamiento con el compuesto. 

Para ello se planteó realizar un seguimiento de la variación de los niveles de expresión de 
genes previamente detectados como afectados por el tratamiento, bajo diferentes 
concentraciones y tiempos de exposición de Whitanólido D, empleando el método 
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cuantitativo de amplificación por RT-PCR en tiempo real y la detección de algunas 
proteínas cuya expresión se vea modificada, con el fin de establecer la relación entre los 
cambios observados a nivel transcripcional con cambios a nivel proteico. 

Se espera de esta manera establecer la relevancia de los cambios observados y 
relacionarlos con los procesos moleculares afectados por el compuesto para causar su 
efecto citotóxico. 
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1. ESTADO DEL ARTE 
 

La investigación de los últimos 25 años ha llevado a la definición del cáncer como el 
resultado de la proliferación de células que han adquirido capacidades de auto-suficiencia 
en señales de crecimiento, insensibilidad a señales de inhibición de crecimiento, evasión 
de apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, pérdida de 
comunicación intercelular y capacidad de invasión a otros tejidos (metástasis). Estos 
cambios en la fisiología celular resultan, en su mayoría, de la acumulación de mutaciones 
en genes regulatorios de proliferación celular y efectos epigenéticos que llevan a la 
pérdida del control normal de la expresión génica y finalmente de la función celular [7-11]. 

 

1.1. Búsqueda de nuevas alternativas para el tratamiento del cáncer 
 

Contra el cáncer se han empleado como estrategias terapéuticas la cirugía, la radioterapia 
y la terapia farmacológica, siendo la radioterapia y la cirugía curativas sólo si el cáncer es 
detectado en estados primarios y en los casos avanzados la terapia farmacológica una 
estrategia coadyuvante, particularmente en los tumores de origen epitelial con mayor 
incidencia, como el cáncer de pulmón, colorectal, de mama, de próstata y pancreático 
[12]. 

Hoy están en uso clínico al menos 121 fármacos antineoplásicos, sin embargo, las 
limitantes son muchas y los fármacos actualmente utilizados no cubren aún todas las 
necesidades de tratamiento, lo que hace necesario que se continúe investigando en el 
desarrollo de nuevas moléculas activas que presenten mayor efectividad, menor toxicidad, 
mayor selectividad y menor susceptibilidad a la generación de resistencia por parte de las 
células tumorales [12-14].  

Para alcanzar este objetivo se deben buscar agentes que presenten nuevos mecanismos 
de acción, ya que la mayoría de los agentes químicos de uso en clínica están diseñados 
para afectar la maquinaria de replicación celular, bien por interacción directa con el ADN o 
inhibiendo las enzimas relacionadas con la reparación y síntesis de éste. Esto se basa en 
la teoría de que las células tumorales por su rápida proliferación son más sensibles a los 
agentes citotóxicos que las células normales [15].  

Entre los agentes recientemente aprobados para uso en clínica, que presentan nuevos 
mecanismos de acción están los de fármacos con efecto específico, como Imatinib 
(Gleevec®), y Transtuzumab (Herceptin®) que están dirigidos a dianas específicas sobre-
expresadas en los tumores como el receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGF) y 
el receptor del factor insulínico (ILGF); y aquellos que tienen un mecanismo de acción 
particular, entre los que se destaca la trabectidina o ET-743 (Yondelis®), un agente 
antitumoral sintético derivado de Ecteinascidia turbinata, que se une al surco menor del 
ADN interfiriendo con los procesos de división celular, transcripción y en la reparación de 
ADN. Sin embargo, todavía es necesario que más moléculas cubran las necesidades de 
tratamiento que no satisfacen estos fármacos. 

Esta búsqueda de nuevas moléculas farmacológicamente activas se puede realizar a 
través de programas de tamizaje masivo de compuestos o a través de programas de 



15 
 

diseño racional de moléculas activas. El tamizaje masivo evalúa la actividad biológica de 
colecciones de compuestos provenientes de fuentes naturales o semi-sintéticas que 
representen una amplia variedad química, sobre una diana biomolecular de interés, para 
seleccionar los compuestos activos. En contraste, un enfoque racional se basa en 
información detallada sobre la estructura de la diana, para diseñar o seleccionar 
moléculas que puedan interactuar específicamente con ésta [5].  

 

1.2. Productos naturales: megadiversidad de moléculas activas 
 

Los productos naturales y en especial las plantas han sido históricamente una fuente 
importante de fármacos antineoplásicos convencionales. Algunos ejemplos son la 
vincristina y la vinblastina (aislados de la Vinca rosacea), el etopósido y el tenipósido 
(derivados de la podofilotoxina de Podophylum peltatum), el taxol (aislado de Taxus 
brevifolia) y el topotecan e irinotecán (derivados de la camptotecina de Camptotheca 
accuminata), que constituyen los compuestos antineoplásicos más importantes obtenidos 
de plantas [16-18]. 

Sin embargo, la probabilidad de encontrar un compuesto activo como resultado de un 
proceso de tamizaje de productos naturales está típicamente alrededor de 1% y de los 
compuestos que muestran actividad en un primer tamizaje entre el 30 y 75% resultan 
positivos en los ensayos de confirmación. Estos productos se priorizan para continuar su 
estudio en función de otras propiedades deseables como el peso molecular, la solubilidad, 
la permeabilidad a través de membranas y la estabilidad [5]. 

El desarrollo de nuevas tecnologías susceptibles de ser adaptadas a los programas de 
tamizaje, como la asociación de moléculas activas a transportadores moleculares que los 
direccionen específicamente hacia las células tumorales, la rápida identificación y 
validación de nuevas dianas terapéuticas y el desarrollo de líneas celulares que sobre-
expresan una determinada proteína, permite probar masivamente productos naturales, 
tanto extractos crudos como compuestos aislados, ofreciendo la posibilidad de identificar 
nuevos agentes químicos y de evaluar nuevos mecanismos de acción potencialmente 
relevantes. Adicionalmente permiten analizar de nuevo moléculas que en el pasado 
habían sido rechazadas pero que pueden presentar una nueva actividad no evaluada 
previamente [5, 18, 19].  

El hecho de que después de 60 años de investigación los productos naturales sigan 
aportando moléculas activas o el esqueleto básico para el desarrollo de nuevos fármacos, 
moléculas con actividad biológica novedosa y potencial de desarrollo como nuevos 
fármacos, indica que aun deben existir moléculas interesantes en la naturaleza aun no 
conocidas por el hombre, especialmente en los ambientes marino y microbiano. Esto hace 
que los expertos en la investigación biotecnológica y desarrollo de nuevos fármacos, 
sugieran que se continúe y se expanda la exploración de la naturaleza como fuente de 
nuevos agentes activos que puedan servir como prototipos para los fármacos eficaces tan 
requeridos para el tratamiento de ciertas patologías [14]. 

 
1.3.  Withanólido D como compuesto prototipo con actividad citotóxica 
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Los withanólidos abarcan un complejo grupo de lactonas esteroidales que se distribuyen 
frecuentemente en la mayoría de los géneros de la familia Solanaceae como Acnistus, 
Discopodium, Datura, Lycium y Whitania [20-24]. 

Químicamente están compuestos de 28 átomos de carbono con esqueleto tipo ergostano 
y que frecuentemente presentan una delta lactona en el carbono-17; siendo usados para 
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas [25], gracias a su actividad 
antiestrés, inmunosupresora, antimicrobiana, anti-inflamatoria [26-28]. También actúan 
como inductores de diferenciación celular [29] y sobre la actividad de la quinona reductasa 
[30].  

En Acnistus arborescens, ampliamente distribuida en América y con un reconocido uso en 
la medicina popular, se destaca la presencia de compuestos de tipo withanólido, [31, 32] 
[20]. Entre los withanólidos aislados de esta especie sobresalen withacnistina, withaferina 
A [32] el withanólido 1 y el withanólido 2 [2], los derivados del Withanólido D: 7β-
acetoxiwithanolido D, 7β,16α-diacetoxiwithanólido D, 4-deoxi-7β,16α-diacetoxiwithanólido 
D [20], y el 12β-acetoxy-4-deoxy-5,6-deoxy-Δ5–withanolido D [33] y más recientemente 
las withafisalinas [34]. La actividad citotóxica de algunos de estos compuestos se ha 
evaluado sobre las líneas tumorales BC-1, Lu1, Col2, KB y KB-V1 y LNCaP [20].  

Otros autores han descrito actividad oxidante en los Withanólidos y la han relacionado con 
la presencia de una cetona α, β insaturada en el anillo A de la estructura [35]. Este 
sustituyente químico, presente también en la estructura del Withanólido D, podría ser el 
responsable de la actividad antioxidante del Withanólido D que otros autores han descrito 
[30], así como responsable inicial de los cambios en la expresión génica que causa este 
compuesto.  

En general, los withanólidos son moléculas que resultan interesantes por su potente 
actividad biológica, despertando un especial interés en el conocimiento de su mecanismo 
de acción molecular. Su potencial ha sido reportado en la inhibición in vitro de la actividad 
del proteosoma [36], de la angiogénesis [37], de la actividad de la ciclooxigenasa-2 [38], 
de la activación del factor de transcripción NF-κB y su ruta de señalización [39].  

Así mismo, se ha descrito que estos compuestos inducen apoptosis en células tumorales 
[40-42]. Estos efectos se relacionan con su actividad citotóxica y antiproliferativa 
observada en estudios in vitro sobre líneas celulares de origen tumoral [20, 31-33, 38].  

El estudio del mecanismo de acción de un compuesto como el Withanólido D, resulta 
interesante dentro del contexto de la búsqueda y desarrollo de nuevas moléculas que 
puedan servir como prototipos para el desarrollo de nuevos fármacos. Los reportes sobre 
la actividad de este tipo de compuestos soportan su potencial como moléculas con 
actividad farmacológica interesante. 

 

1.4. Análisis transcriptómicos como herramienta de estudio de nuevas 
moléculas 

 

La transcriptómica, definida como el estudio del conjunto de ARNms que hay en una 
muestra determinada en un momento determinado, ha sido en las últimas décadas una 
herramienta valiosa en estudios de cáncer, ya que mediante la comparación del conjunto 
de especies de ARNm de una población de células cancerosas, frente al transcriptoma de 
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células normales o no tratadas, sirve para detectar e identificar aquellas especies que 
están presentes de manera diferencial entre los dos conjuntos y así entender los de 
carcinogénesis, su de desarrollo y diferenciación celular [43]. 

En la búsqueda de nuevas alternativas para el tratamiento del cáncer, el tamizaje de alta 
eficiencia basado en la expresión génica permite, por ejemplo, identificar compuestos que 
reviertan un estado oncogénico indeseable a uno menos maligno o más sensible a 
fármacos [44, 45]. 

Un ejemplo de este tamizaje basado en expresión génica, es el realizado por el Instituto 
Nacional del Cáncer de los Estados Unidos (NCI), que conjugó el tamizaje de compuestos 
por análisis de la citotoxicidad con el análisis de expresión por micro-arreglos de ADNc 
sobre un panel de 60 líneas celulares derivadas de tumores sólidos humanos, para 
correlacionar el perfil de sensibilidad a fármacos con la expresión relativa de diferentes 
dianas moleculares en cada línea celular. Fue el primer estudio que integró farmacología 
molecular y grandes bases de datos de expresión génica, siendo un método 
extremadamente útil para identificar nuevos agentes antineoplásicos basándose en su 
actividad sobre líneas celulares que expresan diferentes dianas relevantes para la acción 
del compuesto [44, 46]. 

En 2005 Marchini [15] y colaboradores estudiaron mediante microarreglos de ADNc, las 
diferencias de expresión entre células resistentes y sensibles al compuesto candidato con 
actividad antitumoral ET-743 con el fin de identificar las rutas moleculares involucradas en 
el desarrollo de resistencia a este compuesto.  

Entre los genes identificados como expresados diferencialmente en ese estudio, la 
mayoría no habían sido relacionados previamente con el mecanismo de acción del 
compuesto, y basándose en la función de éstos, los autores postularon nuevas hipótesis 
sobre el mecanismo de acción del compuesto y concluyeron, que el estudio global genera 
información complementaria aplicable en la elucidación del mecanismo de acción del 
compuesto en desarrollo [15]. Es de resaltar que aunque el estudio por micro-arreglos fue 
realizado en el 2005, solo dos años antes que el ET-743 o trabectidina fuera aprobado por 
la EMEA para su uso en pacientes con sarcoma de tejidos blandos, los resultados 
arrojados por este análisis de expresión diferencial fueron útiles para la elucidación del 
mecanismo de acción. 

En 2004, dentro del proceso de elucidación del mecanismo molecular de actividad de la 
endostatina, una proteína antiangiogénica que inhibe el crecimiento de vasos sanguíneos 
que se encuentra en estudio desde 1994, se observó su potencial en el tratamiento de 
cáncer, así como enfermedades que dependen del crecimiento de nuevos vasos 
sanguíneos; van Wijngaarden y colaboradores encontraron por el método de hibridación 
sustractiva supresora (SSH) ocho genes cuya expresión era inducida y 11 en los que era 
reprimida, por el tratamiento con endostatina. Los autores concluyeron que el análisis de 
expresión diferencial es una herramienta útil en la identificación de dianas moleculares de 
compuestos antineoplásicos [47, 48]. 

En estudios previos sobre el mecanismo de acción del flavopiridol, un compuesto semi-
sintético seleccionado por su actividad como inhibidor de quinasas dependientes de 
ciclinas, se determinó que podía interactuar con otras moléculas dentro de la célula, lo 
que llevó a Lü y colaboradores a realizar un análisis de los cambios inducidos por el 
tratamiento con flavopiridol en el perfil transcriptómico de cuatro líneas celulares 
derivadas de tumores. En este estudio se identificó un grupo de 209 genes cuya 
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expresión se afectaba por el tratamiento en las diferentes líneas celulares, infiriendo que 
el efecto de inducción de muerte celular puede ser definido en términos de una huella 
transcripcional específica. El análisis, realizado por microarreglos de ADNc, sugirió que la 
muerte celular inducida por flavopiridol involucra interferencia con la regulación de la 
transcripción y alteraciones en el punto de chequeo mitótico durante el ciclo celular. Sin 
embargo, la formulación de relaciones causa-efecto entre los cambios transcripcionales 
observados, requirió de estudios complementarios [49]. 

Igualmente los análisis transcripcionales se han empleado también para profundizar en el 
entendimiento del mecanismo de acción de compuestos citotóxicos de uso clínico como la 
doxorubicina, el taxol y el 5-fluorouracilo lo que ha permitido detectar actividades 
biológicas adicionales de estos fármacos y genes aplicables como posibles marcadores 
para predecir su actividad clínica y eficacia [50-54]. 

 

1.5. Análisis de expresión diferencial por PCR en tiempo real 
 

Después de más de dos décadas en investigaciones sobre cáncer, los estudios de perfil 
de expresión génica empleando micro-arreglos, siguen sido de utilidad en la 
caracterización de diversos tipos de cáncer, en el tamizaje de nuevos bio-marcadores 
asociados con sensibilidad o resistencia a quimioterapia y en la predicción y la prognosis 
de la enfermedad, entre otros [55-57]. 

Aunque los micro-arreglos, son considerados como tecnología de alto impacto ya que 
evalúan de manera masiva todos los genes de una muestra, los valores obtenidos para 
cuantificar la expresión de genes son muy pobres y limitados y se hace entonces 
necesario en uso de otras tecnologías que validen los resultados obtenidos por esta 
técnica [58]  

Por un lado, se generaliza el estudio de perfiles de expresión modificados por agentes 
xenobióticos [56, 59], como apoyo en el desarrollo de tamizajes masivos usando 
tecnología de micro-arreglos o análisis serial de expresión génica (SAGE) para identificar 
genes expresados diferencialmente bajo la condición estudiada, luego se requiere valorar 
en detalle los genes detectados , mediante tecnología RT-PCR en tiempo real [60, 61]. 

La técnica PCR en tiempo real, se basa en la detección y cuantificación simultánea, en 
cualquier momento de la amplificación, del producto amplificado (ADNc, ADN), mediante 
una señal de fluorescencia que se acumula durante el proceso de amplificación hasta 
sobrepasar un nivel de umbral que se denomina como ciclo umbral o CT. Estos valores 
son inversamente proporcionales a la cantidad inicial presente de ADN o ADNc [62]. 

Igualmente cabe señalar que, a pesar de que los productos amplificados son controlados 
por la emisión de un compuesto fluorescente durante la reacción de PCR, la estimación 
de la cantidad de ADNc o ADN es mucho más exacta y dinámica que otras metodologías. 
Sin embargo, este sistema depende de la calidad de las muestras obtenidas de las 
reacciones de retro-transcripción, o del material biológico de partida [63]. 

Esta técnica tiene como características diferenciales, la exclusión de genes no pertinentes 
que contribuyen con el ruido en la medición, la baja cantidad de muestra empleada, la 
sensibilidad y especificidad de los datos de cuantificación de expresión, además de la 
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obtención de resultados reproducibles, y su bajo costo comparado con otras técnicas [55, 
60, 62, 63]. 

Por estas razones, el uso de RT-PCR en tiempo real se ha convertido en una herramienta 
de investigación necesaria para la detección y cuantificación de eventos moleculares 
recurrentes que podrían guiar a los investigadores a explorar nuevas estrategias 
terapéuticas a nivel molecular; así como en un buen método para validar diferentes 
resultados obtenidos en los análisis de expresión en masa [62, 63].  

 

1.6. Detección de niveles de proteína por Inmunocitoquímica (ICQ) 
 

El estudio de los productos de genes mediante técnicas bioquímicas y moleculares a 
menudo requiere muestras que contengan una cantidad considerable de la molécula 
objetivo, lo cual presenta una gran dificultad debido a que muchos genes se expresan ya 
sea en una minoría de células dentro del tejido; sólo durante breves períodos de tiempo 
durante su proceso de diferenciación y/o en consecuencia a un estímulo externo [64]. 

La immunocitoquímica (ICQ) es una técnica que se utiliza para detectar moléculas ó 
productos celulares específicos a nivel celular mediante el complejo de alta afinidad 
antígeno-anticuerpo, acoplado a un sistema de detección, por lo tanto la sustancia 
detectada emitirá una señal, indicando así su localización (en el núcleo, en el citoplasma o 
sobre la superficie celular, o extracelular). 

Esta metodología de fácil manejo pero dependiente de la experiencia del investigador, 
tiene características que de una u otra forma inciden en los resultados como son: el tipo 
de fijador, la duración sobre las células y el control de la temperatura; y otros factores 
inherentes de la técnica como el tipo de afinidad y especificidad del anticuerpo primario, 
su naturaleza, la sensibilidad de la técnica de detección y la reproducibilidad de los 
resultados [65, 66]. 

En investigaciones sobre cáncer, la ICQ ha sido ampliamente empleada como método 
estándar para la detección de moléculas involucradas en prognosis en diferentes tipos de 
tumores, [67-69] en la predicción de la respuesta de terapias antineoplásicas en pacientes  
y en diferenciación y clasificación de tumores [70, 71].  

 

1.7. Análisis bioinformáticos en cáncer: La minería de datos  
 

En los últimos años, el uso de diferentes tecnologías de alto impacto en genómica 
funcional, ha generado gran cantidad de datos que demandan el uso de complejas 
herramientas computacionales para la gestión y el análisis de datos biológicos [72, 73]. 

En el campo oncológico, la bioinfomática y más exactamente la minería de datos ha 
emergido paulatinamente contribuyendo al entendimiento de las bases moleculares del 
cáncer, convirtiéndose en un campo importante de rápida evolución. Por esta razón, los 
científicos han centrado su atención en esta aplicación, ya que permite recolectar, 
mantener, interpretar, curar y descubrir el conocimiento necesario para investigaciones de 
manera eficiente y sistemática [74]. 
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Al combinar conceptos biológicos con herramientas informáticas y métodos estadísticos 
no solo se descubren, seleccionan y priorizan dianas terapéuticas sino se exploran las 
interacciones celulares causantes de diferentes fenotipos, para proporcionar modelos 
predictivos y construir redes biológicas que puedan explicar el desarrollo y posibles 
tratamientos para esta enfermedad [75]. 

Representan ejemplos de la aplicación de técnicas bioinformáticas en estudios sobre 
cáncer de mama, el realizado por Mosca, 2009, que implementó diferentes herramientas 
bioinformáticas entre las que se resaltan Gene Ontology, un sistema consensuado para la 
estandarización del vocabulario utilizado en la clasificación funcional de genes; 
Cytoscape, especializado en la interacción de perfiles de expresión génica; y redes de 
interacción proteína – proteína (PPI), que se empleó con el fin de analizar las relaciones 
de ciertos genes con función conocida y predecir patrones funcionales del factor de 
transcripción TBX3 involucrado en anomalías a nivel de glándula mamaria [72, 76]. 

Esta estrategia se valora como un método efectivo para identificar y establecer las 
relaciones funcionales entre genes, así como la agrupación de genes con un perfil de 
expresión similar a través de minería e integración de datos de acceso público [72]. 

Del mismo modo, otros estudios en cáncer, han empleado estrategias bioinformáticas 
similares que combinan minería de datos textual y estructural con el fin de caracterizar 
genes asociados en procesos de señalización y desarrollo de cáncer de mama [77], 
identificar genes como bio-marcadores para prognosis de cáncer de mama [78] e 
identificar potenciales dianas terapéuticas [79], entre otros. De ellas se destacan la 
búsqueda de entidades específicas en PubMed; LSGraph para extraer datos de bases 
curadas,  bases de datos de proteínas UniProt – InterPro, Entrez NCBI y AutoDock, entre 
otras. 

Aunque la minería de datos es muy útil para segregar y precisar la información entre un 
amplio número de artículos e información investigativa, existen aún problemas en la 
variación de los términos y la ambigüedad de los conceptos biomédicos en las bases de 
búsqueda, lo que puede conducir a la predicción de falsas relaciones [75]. 

Otra limitante de este sistema es el acceso restringido a los documentos completos y la 
información detallada que no se presenta en los resúmenes. Estos, debido a su 
naturaleza, excluyen y subestiman muchas veces información vital para la interpretación, 
relación y extrapolación de los resultados. Por ello es importante para los investigadores 
conocer los niveles de fidelidad y exactitud de varios métodos de minería y sus 
herramientas asociadas, así como fomentar el desarrollo de métodos in silico más fáciles, 
de vocabulario y normas comunes para el uso dentro de las áreas del conocimiento del 
cáncer [73, 80]. 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1. Objetivo general  

 

Realizar un seguimiento en el tiempo y a diferentes concentraciones de Withanólido D, de 
los cambios transcripcionales en líneas celulares derivadas de cáncer de mama y 
correlacionarlos con el efecto citotóxico de este compuesto. 

 
2.2. Objetivo específicos 

 

Evaluar en las líneas celulares derivadas de adenocarcinoma de mama MCF-7 y MDA-
MB231, los niveles de expresión de ARNm de los genes Bcl-2, hSAC1, CCDC99, RMI1, 
SMC4L1, Pb1, NOL10, ACTB, UBC, DDX-3, TXNL1, Hsp70-1b, HSP 90AA1 y HDJ-
1/Hsp40. 

Evaluar los cambios en los niveles de algunas proteínas codificadas por los genes con 
expresión modificada por el tratamiento con Withanólido D. 

Correlacionar los genes expresados diferencialmente con posibles dianas moleculares 
involucradas en las rutas de acción del compuesto citotóxico evaluado, mediante un 
análisis bioinformático 
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3. METODOLOGÍA 
 

3.1. Análisis celulares 
 
3.1.1. Mantenimiento de cultivos celulares 

 

Se emplearon las líneas celulares derivadas de adenocarcinoma de mama MCF-7 (ATCC: 
HTB-22) que expresa el receptor de estrógenos (ER), presenta una forma funcional de 
p53 y es altamente sensible a fármacos [81], y MDA-MB231 (ATCC: HTB-26) negativa 
para ER y presenta una forma mutada no funcional de p53. Los cultivos celulares se 
mantuvieron con medio RPMI-1640 suplementado al 5% de suero fetal bovino (Lonza®), 
piruvato de sodio 1mM, HEPES 25 mM, penicilina-estreptomicina (100 UI- 100 µg/mL) e 
insulina (10mg/mL) (la insulina fue suministrada solo a los cultivos de MCF-7) en frascos 
de cultivo celular de 75 cm2. Las condiciones de cultivo fueron 37°C con 5 % de CO2 en 
aire y 100% de humedad relativa [82]. 

Para el mantenimiento de los cultivos se realizó un cambio de medio cada dos días 
lavando las células con solución de buffer de fosfatos (PBS) de 149.2 mM y pH= 7.3 hasta 
obtener una confluencia celular máxima de 70%. Para lograr el desprendimiento de las 
células y facilitar la suspensión celular, se empleó una solución de tripsina al 0.025% v/v-
EDTA 0.03% v/v (Ácido etilendiamino tetracético) que se dejó actuar en las células 
durante 5 minutos en incubadora a 370C. Con esta suspensión celular se evaluó la 
viabilidad celular mediante tinción con azul de tripano al 0.4%. 

 

3.1.2. Variables de estudio  
 

Las variables a estudiar fueron: concentraciones del compuesto citotóxico, tiempo de 
exposición al tratamiento y la variable respuesta a medir fue el cambio en los niveles de 
expresión para los diferentes genes valorados. Cada combinación de variables se evaluó 
por triplicado. 

 

3.1.3. Ensayo de linealidad celular 
 

Para conocer la densidad celular apropiada para realizar los ensayos de citotoxicidad fue 
necesario realizar un ensayo de linealidad previo para la línea MDA-MB231. Para ello se 
evaluaron diferentes densidades desde 500 – 25000 células por pozo, durante 96 horas 
(48 horas de posible tratamiento + 48 horas de recuperación celular). Después de este 
tiempo de incubación las placas fueron sometidas a tinción con resazurina 4.4 µM, para 
luego ser expuestas a una longitud de onda de 530nmex y 590nmem en un lector de placas 
TECAN GENios [83]. La densidad celular a inocular de MCF-7 para el ensayo de 
citotoxicidad fue la seleccionada en el estudio de Cordero y Aristizábal, 2002 [84]. 
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3.1.4. Ensayo de citotoxicidad y recuperación celular 
 

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron en placas de 96 pozos transparentes, de fondo 
plano, allí se dispusieron 12500 células/pozo para MDA-MB231 y 10000 células/pozo para 
MCF-7, en un volumen de 100 µL/pozo de RPMI suplementado, empleando seis 
repeticiones. Las células fueron incubadas 24 horas para permitir la adhesión celular. 
Para valorar el efecto citotóxico del Withanólido D se prepararon seis diluciones 
obteniendo las siguientes concentraciones finales: 20, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 µM. Cada pozo 
fue tratado con 100 µL de cada una de las diluciones, dejando un grupo de pozos no 
tratado como control de crecimiento y un grupo de pozos sin células como blanco de 
tratamiento. Después del tratamiento de 48 horas se determinó la población celular viable 
mediante el ensayo de resazurina [85]. 

Seguidamente se valoró la recuperación celular pos-tratamiento con el fin de determinar el 
efecto citotóxico o citostático del compuesto. Después de la lectura de la viabilidad celular 
mediante el método de resazurina, las células fueron lavadas con solución buffer de 
fosfatos (PBS) e incubadas con medio suplementado durante 48 horas. Después de este 
tiempo, las células fueron tratadas con resazurina (4.4 µM pozo) y se realizaron las 
lecturas en el espectofluorómetro TECAN GENios. 

Se calcularon los porcentajes de supervivencia celular, relativos a las células control 
(tratadas sólo con medio), se construyeron curvas de concentración Vs. porcentaje de 
supervivencia empleando el programa Microsoft Excel 2003 y se calcularon las 
concentraciones letales 50 (CL50) empleando una regresión no lineal en el programa 
estadístico GraphPad–Prism 5. Para cada tratamiento se realizaron dos experimentos 
independientes con resultados consistentes, en semanas diferentes. 

 

3.1.5. Ensayo de morfología apoptótica 
 

Con el fin de observar cambios morfológicos que indiquen un proceso apoptótico inducido 
por Withanólido D sobre las células, se evaluaron los cambios morfológicos mediante el 
método de tinción con naranja de acridina y bromuro de etidio.  

El naranja de acridina, un colorante capaz de permear las células vivas, se intercala en el 
ADN generando una coloración verde fluorescente a nivel de la cromatina, y roja cuando 
se intercala en el ARN a nivel citoplasmático. A diferencia de este colorante, el bromuro 
de etidio sólo se une a células no viables generando una coloración roja fluorescente en la 
cromatina [64]. 

Las células que han sufrido necrosis tendrán las características fluorescentes de las 
células no viables, como rompimiento de la membrana citoplasmática pero no tendrán la 
morfología nuclear apoptótica; es decir, la condensación del núcleo en la periferia y la 
formación de cuerpos apoptóticos debido a la pérdida o fragmentación del ADN celular; lo 
que conlleva a una intensidad de florescencia mucho menor a la producida por una célula 
normal [64]. 

Las células se cultivaron el placas de seis pozos en una densidad celular de 1 x 106 
células/ pozo. Después de cumplido el tiempo de adhesión celular se adicionaron cuatro 
concentraciones de Withanólido D (1, 5, 10 y 20 µM) y se incubó durante 24 horas. 
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Finalizado este tiempo, las células fueron lavadas con buffer de fosfatos y se adicionó a 
cada pozo 10 µL de una mezcla de naranja de acridina y bromuro de etidio a una 
concentración final de 100 µg/mL cada uno. Las placas se observaron al microscopio de 
fluorescencia y en cada pozo se observaron 200 células. Estos campo fueron 
fotografiados y las células fueron contadas con el fin de determinar el porcentaje de 
células que presentaban morfología apoptótica debido al tratamiento con el compuesto. 
Esto se realizó por triplicado empleando un microscopio Nikon Eclipse TS100 a longitudes 
de onda de 595-660 nm excitación y 540-580 nm emisión. 

Como control positivo se utilizó Taxol a 1 µM, reportado como antineoplásico con 
actividad pro-apoptótica [86]. La concentración se seleccionó según resultados previos del 
grupo [87] y como control interno se trataron células con dimetilsulfóxido (DMSO) al 0.2% 
por ser este el vehículo del compuesto Withanólido D. 

 

3.2. Análisis de expresión diferencial 
 

3.2.1. Tratamientos  
 

Las células se sembraron en placas de cultivo de seis pozos, disponiendo 1 x 106 células/ 
pozo. Durante los tratamientos las placas se mantuvieron bajo las mismas condiciones 
empleadas para el mantenimiento del cultivo. Después de permitir la adhesión de las 
células a las placas por 24 horas, se adicionaron los tratamientos diluidos en medio de 
cultivo fresco y se incubaron a diferentes períodos de tiempo. 

 

3.2.2. Tiempo de exposición al compuesto citotóxico. 
 
Previamente se estudiaron efectos del compuesto Withanólido D a 4 horas de tratamiento 
con una concentración alta sobre la línea celular MCF-7 [43]. En este trabajo se evaluaron 
tiempos de exposición de 15 min, 1h, 4h, 8h, 12h y 24 horas, con el objetivo de observar 
efectos tempranos del tratamiento y de hacer un seguimiento en el tiempo de los cambios 
en la expresión de los genes blanco en presencia de Withanólido D. 

 

3.2.3. Concentración del compuesto citotóxico. 
 

En trabajos previos del grupo, los cambios transcripcionales inducidos por Withanólido D 
en MCF-7 se observaron al emplear una concentración de 20µM de este compuesto, la 
cual se considera elevada, porque corresponde a 20 veces a la CL50 calculada sobre esta 
línea para el compuesto activo en un trabajo realizado previamente por Cordero y 
colaboradores, 2009 [33]. 

En este trabajo se emplearon concentraciones más bajas partiendo de la CL50; 

determinada para el Withanólido D previamente, 1µM, 5 µM, 10 µM y 20 µM. De igual 
forma, se evaluó el efecto del vehículo DMSO, para asegurar que no interfiriera en los 
resultados a la concentración máxima empleada (0.2% v/v). Las valoraciones a las 
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concentraciones más altas 10 y 20 µM, se evaluaron hasta el tiempo de exposición de 12 
horas, no hasta 24 horas, debido a la lisis total de la muestra celular expuesta al 
compuesto antitumoral por este periodo de tiempo. 

El compuesto Whitanólido D fue suministrado por el profesor Javier Rincón, del grupo de 
productos naturales Bioactivos del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional 
de Colombia. 

 

3.3. Análisis moleculares 
 

3.3.1. Extracción de ARN total 
 

La extracción de ARN total se realizó por el método de extracción en un sólo paso con 
fenol / tiocianato de guanidina / cloroformo, empleando el reactivo TRI-REAGENT® 
(Molecular Research Center). Este reactivo permite extraer ARN total, ADN genómico y 
proteínas a partir de la misma muestra. El procedimiento realizado fue el recomendado 
por el fabricante. 

Al final de los tratamientos, se retiró el medio de cultivo, se lavó la monocapa celular con 
PBS (solución salina tamponada con fosfatos) pH: 7.2, para eliminar las células que se 
encontraban desprendidas. Se eliminó totalmente la solución acuosa de lavado y se 
adicionó el reactivo de extracción TRI-REAGENT® empleando 500 µL/pozo de reactivo. 
Las muestras se homogenizaron con micropipeta, se transfirieron a tubos de 
microcentrífuga de 1.5 mL libres de RNAsas y se almacenaron a -70 °C hasta iniciar el 
proceso de extracción. 

Todo el material plástico empleado en la extracción fue material certificado como libre de 
RNAsas y pirógenos o en su defecto material nuevo tratado con DEPC 
(dietilpirocarbamato) al 0.1% para eliminar las nucleasas. Igualmente, las soluciones 
empleadas se prepararon en agua tratada con DEPC posteriormente esterilizada. 

La cuantificación del ARN total se realizó midiendo la absorbancia a 260nm y 280nm del 
ARN total obtenido, en placas plásticas de 96 pozos, transparentes al ultravioleta en el 
espectrofotómetro TECAN GENios. 

Para el cálculo de la concentración se empleó la relación: la absorbancia a 260nm, 
medida en una celda de 1 cm, de una solución de ARN de cadena sencilla de 
concentración 40 μg/mL es 1. Se evaluó también la relación A260nm/A280nm, como 
indicativo de la pureza del ARN obtenido, que se esperaba estuviera en el rango entre 
1.85 y 2.0 [88]. 

Los ARN´s obtenidos no fueron tratados con DNAsa, sin embargo, el diseño de los 
iniciadores fue realizado sobre regiones exónicas para cada gen. 

 

3.3.2. Síntesis de primera cadena de ADNc 
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La síntesis de la primera cadena se realizó por retro-transcripción con la enzima MMLV 
retro-transcriptasa reversa (Epicentre Biotechnologies) y oligo (dT)21 como iniciador (Tabla 
1). Como sustrato para la enzima se empleó 1 µg del ARN total previamente aislado. El 
volumen final de las reacciones fue de 20μL. Las muestras se incubaron durante 2 min a 
65 °C, 60 min a 37 °C y 5 min a 85 °C para inactivar la enzima. Para evaluar la eficiencia 
de la reacción, los productos de la retro-transcripción fueron amplificados mediante PCR 
convencional empleando iniciadores de GAPDH (Tabla 2). Las secuencias de los 
iniciadores para GAPDH fueron: iniciador directo: 5’- ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’; 
iniciador reverso: 5’- TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’. 

El tamaño del amplímero esperado en esta reacción fue de 451pb y las condiciones para 
la amplificación fueron descritas en la tabla 3. 

 

Tabla 1. Mezcla para la reacción de síntesis de la primera cadena de ADNc 

Componentes 
Volumen 

adicionado 
Concentración 

final 

Buffer MMLV 10X 2 uL 1x 

DTT 100 mM 2 uL 10 mM 
RNAsa ScriptGuard  Inhibitor 
(40U/uL) 0.5 uL 1 U/uL 

dNTPs Premix (5uM cada uno) 2 uL 0.5 mM c/u 

Oligo dT21 (10 uM) 2 uL 1 uM 
Enzima MMLV Epicentre (50 
U/uL) 1 uL 1 U/uL 
Agua libre de nucleasas 
ARNm en agua libre de RNAsas 

Variable 
Variable 1 µg 

 
Tabla 2. Mezcla para las amplificaciones de PCR convencional. 

Componente 
Concentración final o cantidad en la 

reacción 

Buffer de la polimerasa 1X 

MgCl2 1.5 mM 

dNTPs-mezcla 0.2 mM 

Iniciador GAPDH directo 0.2 μM 

Iniciador GAPDH reverso 0.2 μM 

Molde 100 ng 

Enzima Bioline DNA pol 1 U 

Agua ultra pura c.s.p. 25 μL 

 
Tabla 3. Programa de amplificación por PCR convencional para GAPDH 

Temperatura (ºC) Tiempo No de ciclos 

94 2 min 1 

94 30 s 
30 60  

72 
30 s 
30 s 
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Los productos de las reacciones de amplificación se evaluaron en un gel de agarosa al 
0.8%, teñido con SYBR Safe, (Invitrogen®) y las reacciones de amplificación se realizaron 
en el equipo My Cycler® (BIORAD). Finalmente la imagen del gel fue obtenida empleando 
el digitalizador de geles Digimage (Major Science®). 
 
 
 

3.3.3. Diseño de iniciadores para la reacción de PCR en tiempo real 
 

Para realizar las amplificaciones por PCR en tiempo real, se emplearon iniciadores o 
primers específicos diseñados para cada uno de los genes de interés. 

Los genes a estudiar fueron aquellos cuya expresión se vio afectada por el tratamiento 
con el Withanólido D en el estudio de expresión diferencial por análisis de SSH realizado 
previamente en el grupo de Farmacogenética del Cáncer [43]. En este trabajo se 
incluyeron tanto genes cuya expresión se observó aumentada como disminuida por efecto 
del tratamiento. 

Para el diseño de los iniciadores se emplearon en conjunto diferentes herramientas entre 
ellas IDT SciTools, disponible a través de la página web de Integrated DNA technologies, 
IDT: www.idtdna.com y la herramienta BLAST del NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) para verificar, por comparación frente a las 
bases del datos del GenBank, la especificidad de los primers hacia los genes de interés 
(Tabla 4). 

Tabla 4. Genes e iniciadores de interés para estudio de cambios transcripcionales 

Número 
de 
acceso 
del 
ARNm 
en el 
GenBan
k 

Nombre de la 
proteína 
relacionada 

Iniciador Directo Iniciador Reverso 

Tama
ño 
del 
amplí
mero 

Posi
ción 
exó
n 

NM_017
785 

CCDC99: dominio 
espiral-espiral 99 

5'- 
ACTAAGCAGAAGCC

ATGGACAGGA-3' 

5'- 
AGACATTACGCGT

TCCTCTGA-3' 
166 

Exó
n 3 y 
4 
(570
-735 
pb) 
 
 

NM_024
945.2 

RMI-1: proteína-1 
de inestabilidad 
del genoma 
mediada por Rec 
Q 

5´- 
TTAGCCTCTTGAGT

TGCTGGGACT-3' 

5´- 
AGGAGTTTGAGAC
CAATCTGGGCA-3' 

122 

Exó
n 3 
(258
1-
2702 
pb) 
 
 

http://www.idtdna.com/
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NM_005
496.3 

SMC4L1: proteína 
1 similar a la 
proteína 4 de 
mantenimiento 
estructural de 
cromosomas de 
levadura 

 
5´- 

TGGAGGGTCAGGTA
ACTTGCCAAA-3 

5'- 
ACTGGCAAGCTAA
GTGGAATGCCT-3' 

176 

Exó
n 24 
(436
9-
4544 
pb) 
 
 

NM_018
165.4 

Pb1: proteína 
polibromo 1 

5'- 
AAAGGCAGTGCAAA

GAAGGAAGGC-3' 

5'- 
AGTCTGGGTGTTG
GGCCTTAATCA-3' 

106 

Exó
n 26 
(402
1 - 
4126 
pb) 
 
 

NM_024
894.2 

NOL10: proteína 
nucleolar 10 

5'- 
ACCTGGTGTCTGTG

TATTGCCTGT-3' 

5'- 
TCGGATTTGGGAT
GCTCTCAACCT-3' 

155 

Exó
n 21 
(261
9 - 
2773 
pb) 
 

NM_001
101.2 

ACTB: beta-actina 
5´-

GGCACCCAGCACAA
TGAAGATCAA-3 

5´-
ACTCGTCATACTC
CTGCTTGCTGA-3´ 

133 

Exó
n 5 y 
6 
(104
4 - 
1177
) 
 

NM_021
009.3 

UBC:Ubiquitina 
5'- 

TGAAGACACTCACT
GGCAAGACCA-3' 

5'- 
CAGCTGCTTTCCG
GCAAAGATCAA-3' 

137 

Exó
n 2 
(690 
- 
826 
pb) 

NM_001
356 

DDX-3: péptido 3 
que contiene el 
motivo DEAD 
(Asp-Glu-Ala-Asp) 

5'- 
TTCTCAGATGTTTGT

TGTGTGGATTT-3' 

5'- 
AAACTTGCTCAAA
TGCTATTGCTG -3' 

157 

Exó
n 17 
(498
6 -
5143 
pb) 
 
 

NM_004
786.1 

TXNL1: proteína-1 
similar a la 
tioredoxina 

5'- 
AGGGAACAGCTGC
CACCAACAATA-3' 

5'- 
TGTCCTCATTGCT
TCCAGGGTCAT-3' 

156 

Exo
n 4 
(443 
- 
598 
pb) 



29 
 

 
 

NM_005
346.4 

Hsp70-1b: 
Proteína 1B la 
familia de 
proteínas de 
choque térmico de 
70KDa 

5'- 
ACCAAGCAGACGCA

GATCTTC- 3' 

5'- 
GCCCTCGTACACC

TGGATCA -3' 
72 

Exo
n 1 
(148
0 - 
1551
) 
 
 

NM_001
017963.1 

HSP 90AA1 
proteína 1 de la 
clase A de 
proteínas de 
choque térmico 
citosólicas Hsp90 

5'- 
GCTTATTTGGTTGC
TGAGAAAGTAACT-3' 

5'- 
TTCCACGACCCAT

AGGTTCAC-3' 
129 

Exo
n 5 y 
6 
(113
2 - 
1261 
pb) 
 
 

NM_006
145.1 

HDJ-1/Hsp40: 
proteína 1 de la 
subfamilia B de 
proteínas 
homologas a 
DnaJ Hsp40 

5´-
TGATCCCTCTGTGT

CTTTGGGCTT-3 

5´-
ACCAGGCAGTTCT
GCAGGAATAGT-3´ 

215 

Exo
n 3 
(148
4 - 
1699 
pb) 
 
 

NM_000
633.2 

Bcl-2:Proteína que 
regula procesos 
en mitocondria  y 
apoptosis celular 

5'- 
TTTCTCATGGCTGT

CCTTCAGGGT-3' 

5´- 
AGGTCTGGCTTCA
TACCACAGGTT-3' 

93 

Exo
n 3 
(352
8 - 
3620 
pb) 
 
 

NM_017
832.2 

C9orf6: Proteína 
hipotética para el 
ORF6 del 
cromosoma 
humano 9 
(C9orf6) 

5'- 
AGGTTTGAACTGCA

AGGGTCCAC-3' 

5'- 
AGTTGGCCCTTTG
GAACCTGAGTA-3' 

132 

Exó
n 8 
(125
2 -
1886 
pb) 
 
 

NM_003
194.3 

TBBP: Proteína 
de unión a la caja 
TATA 

5´-
TGCACAGGAGCCAA

GAGTGAA-3 

5´-
CACATCACAGCTC

CCCACCA-3´ 
131 

Exo
n 5 y 
6 
(893 
-
1024 
pb) 
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3.3.4. Análisis de expresión diferencial empleando RT-PCR en tiempo real 
 

Se realizó sobre los ADNcs monocatenarios obtenidos a partir de las muestras de células 
tratadas con el vehículo DMSO y con Withanólido D. Las determinaciones por PCR se 
realizaron en el equipo para PCR de tiempo real Light Cycler 480 II® (Roche), empleando 
la mezcla para reacción High Resolution Melting HRM® Master Mix (Roche) e iniciadores 
específicos para los genes de interés. El volumen final de las reacciones fue de 10 µL, 
esta mezcla incluyó el ADNc blanco, los iniciadores específicos, cloruro de magnesio y la 
mezcla de reacción HRM Master Mix (Tabla 5). El programa de amplificación a emplear 
fue determinado y programado en el equipo (Tabla 6). 

Tabla 5. Mezcla para las reacciones de amplificación por PCR en tiempo real empleando 
Resolight® Roche 

Componente 
Concentración final o cantidad en la 
reacción 

Master Mix HRM Roche 
(incluye dNTPs, enzima y buffer de la 
enzima) 

1X 

MgCl2 2.5 mM 

Iniciador específico directo  0.1 μ 

Iniciador específico reverso 0.1 μM 

Molde 2 μL 

Agua ultra pura c.s.p. 10 μL 

 

Tabla 6. Programa de amplificación por PCR en tiempo real empleando Resolight de 
Roche® 

            

95°C 95°C 
 

      

10:00 00:10         

  
 

  72°C 72°C   

  
 

  01:00 01:00   

  
 

60°C       

  
 

00:15     4°C 

  
  

    Α 

      (40x) (1x)   

 

Los cambios en la expresión génica se calcularon empleando el método de cuantificación 
relativa de doble delta de CT (∆∆CT) reportado por Livak y Schmittgen [89]. El CT es el 
número del ciclo de la reacción de amplificación en el que la fluorescencia emitida por la 
reacción alcanza el valor umbral pre-establecido.  
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Para el cálculo del nivel de expresión se empleó la ecuación: 

 

Como gen de referencia interna se empleó el gen de expresión constitutiva TBP (TATA-
box binding protein) que codifica para la proteína de unión a la caja TATA.  

La diferencia en los valores de expresión de los genes entre las dos líneas celulares 
estudiadas se evaluó mediante una prueba t-student empleando el programa estadístico 
Statistix 9 ®, teniendo en cuenta un valor p<0.05 como significativo. Además, se realizó 
un análisis de agrupamiento jerárquico con la finalidad de clasificar los genes analizados 
en función de sus similitudes en los perfiles de expresión. Estos árboles jerárquicos fueron 
analizados mediante el coeficiente de correlación de Pearson, con el fin de identificar los 
patrones de expresión de los genes de interés. Estos análisis se realizaron empleando el 
programa MeV (Multi Experiment Viewer ®) desarrollado por el Instituto para investigación 
genómica (TIGR).  

 

3.4. Análisis inmunicitoquímico 
 

3.4.1. Detección de niveles de proteína por Inmunocitoquímica 
 

Para observar la expresión proteica inducida por efecto del tratamiento con Withanólido D, 
se realizó un ensayo por inmunocitoquímica para Bcl-2. El análisis de detección se realizó 
sobre las células tratadas con las concentraciones de Withanólido D y todos los tiempos 
de exposición. 

Las células se sembraron en láminas multipozo (Lab.Tek ® II Chamber Slide System) a 
una densidad celular de 7000 células/pozo. Se incubaron 24 horas para permitir la 
adhesión celular y transcurrido este tiempo se trataron con el Whitanólido D bajo todas las 
combinaciones de tiempo y concentración. 

Luego se retiró el medio de cultivo y se lavaron las láminas con solución fosfatada (PBS) 
estéril (pH: 7,2) por cinco minutos. Después, se adicionó paraformaldehído al 4% en PBS 
por 30 min a temperatura ambiente y se realizaron tres lavados con PBS durante cinco 
minutos. Pasado ese tiempo se agregó gelatina al 0,5% (Bloom 300) y se incubaron las 
láminas a 4°C por 10 minutos; finalmente se lavaron nuevamente con PBS. 

Luego del proceso de fijación, se permeabilizaron las células con Tritón X-100 al 0,1% en 
PBS por 30 minutos a temperatura ambiente; seguidamente se lavaron tres veces con 
solución PBS. Se inactivó la peroxidasa endógena con peróxido de hidrógeno al 0,5% y 
metanol al 50% disuelto en PBS estéril por 30 minutos. Luego se lavaron las células tres 
veces con PBS y se bloquearon los sitios de unión inespecífica con suero fetal bovino al 
5% en PBS durante 30 minutos. 

Nivel de expresión = 2-∆∆C
T, donde: 

ΔΔCT = (CT, gen de interés - CT, gen de referencia) Tratamiento - (CT, gen de interés - CT, gen de referencia) Control 

 

ΔΔCT = (CT, gen de interés - CT, gen de referencia) Tratamiento - (CT, gen de interés - CT, gen de referencia) 

Control 
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Posteriormente, se retiró la solución de bloqueo y se incubó con el anticuerpo primario en 
PBS con suero de bloqueo al 10% a 37 °C en cámara húmeda. Luego se incubó con el 
anticuerpo secundario biotinilado preparado en PBS por 30 minutos a 37 °C en cámara 
húmeda. Después se lavó y se incubaron las células con estreptavidina acoplada a 
peroxidasa (1ug/uL) por 30 minutos. 

Para el revelado se utilizó una solución de diaminobenzidina (DABal 10,1% (diluida en 
Tris-HCl pH 7.2) El buffer se colocó sobre las células observándose una formación de 
producto café insoluble. La reacción se detuvo sumergiendo la laminilla en agua destilada. 

Luego del revelado, se realizó una contra-coloración con hematoxilina de Harris. 
Posteriormente se deshidrataron las laminillas haciendo lavados con gradientes 
ascendentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95% y 100%) y posteriormente se adicionó  Xilol 

para hacer el montaje usando citoresina. Finalmente las láminas fueron observadas en 
microscopio Nikon Ecilpse E600, en un aumento 40x y se tomaron fotos con el fin de 
analizar la intensidad del marcaje. 

La expresión del oncogén fue evaluada por inmunocitoquímica (ICQ) usando el anticuerpo 
monoclonal anti-Bcl-2. La expresión se analizó semi-cuantitativamente multiplicando la 
intensidad del marcaje por la proporción de células tumorales positivas. La intensidad del 
marcaje citoplasmático y/o membranal fue definido como 0 sin marcaje apreciable; 1 
marcaje leve; 2 marcaje moderado y 3 marcaje fuerte.  

 

3.5. Análisis bioinformático 
 

Una vez se obtuvieron los resultados de los niveles de expresión de los genes estudiados 
bajo cada una de las condiciones evaluadas, y después de los análisis estadísticos; se 
realizó una búsqueda de información sobre la actividad y función de estos genes 
empleando las herramientas bioinformáticas de acceso gratuito: The Cancer genome 
anatomy project (CGAP project): http://cgap.nci.nih.gov/ , String http://string.embl.de/ y 
Oncomine www.oncomine.org/ con el fin de correlacionar estos cambios con posibles 
procesos moleculares afectados por el efecto citotóxico de Withanólido D. 

Igualmente mediante minería de datos se valoraron estudios realizados que evalúan 
compuestos con actividad antitumoral sobre líneas derivadas de cáncer de mama, con el 
fin de potencializar y extrapolar los resultados obtenidos en este trabajo empleando 
mediante herramientas bioinformáticas. 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.oncomine.org/
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

4.1. Análisis celulares  
 

4.1.1. Ensayo de linealidad para MDA-MB231 
 

Con el fin de determinar la densidad celular óptima para realizar ensayos de citotoxicidad 
sobre la línea MDA-MB231, se evaluaron desde 500 hasta 25.000 células por pozo 
durante un tiempo de 96 horas,  (48 horas de tratamiento + 48 horas de recuperación 
celular) evaluando seis repeticiones. 

Mediante un análisis de regresión lineal se observó de manera significativa (p<0.001) un 
incremento directamente proporcional en la reducción de resazurina al aumentar la 
densidad celular sembrada por pozo. El resumen del modelo presentado en la tabla 7, 
indicó el grado de correlación existente entre las variables, en este caso el número de 
células sembradas y la respuesta en unidades relativas de fluorescencia (URF) obtenidas 
mediante el método de resazurina. El valor R2 estuvo en 0.964 indicando un ajuste alto al 
modelo de regresión lineal. 

Tabla 7. Resultados obtenidos del modelo de regresión lineal.  

 Causa de 
variación 

Suma de 
cuadradros Gl 

Cuadrado 
medio F Sig. R R 2 

 
Regresión 

 
7.67E+08 

 
1 

 
7.567E+08 

 
913.165 

 
0.000 

 
.982 

 
.964 

Residuo 2.817E+07 34 828674.143 
  

  Total 7.849E+08 35           

 

Seis de las doce densidades evaluadas se ajustaron al modelo lineal. Estos puntos 
estuvieron entre 7500 y 20000 células sembradas, siendo 12500 células, en la totalidad 
de las mediciones, una densidad celular apropiada para sembrar, teniendo en cuenta 96 
horas de cultivo continuo donde se evalúa citotoxicidad y recuperación celular. (Figura 1)  

Esta densidad celular estuvo ubicada en la zona media tanto de la intensidad de la 
respuesta como en la zona media lineal. Así que si se pensara en una recuperación de las 
células después de evaluar un compuesto con efecto citotóxico, y teniendo en cuenta que 
el tiempo para un doblaje poblacional en esta línea celular es de 22.50 horas bajo las 
condiciones de cultivo anteriormente mencionadas (datos no publicados), la intensidad de 
la respuesta expresada en URF estaría aun dentro del rango lineal lo cual indicará una 
medida confiable  
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Figura 1. Intensidad de la fluorescencia medida en URF al evaluar seis de las doce 
densidades celulares MDAMB231 durante un periodo de 96 horas. ± 1 desviación típica; 
n=6. 

Así, con base en los resultados estadísticos obtenidos se seleccionó como densidad 
apropiada 12500 células/pozo para ser sembradas en placas de 96 pozos y así garantizar 
una confluencia de 80% celular al finalizar el periodo de tratamiento, más recuperación 
celular, para ensayos de citotoxicidad realizados por el grupo de manera rutinaria. 

 
4.1.2. Evaluación de la citotoxicidad y recuperación celular en presencia de 

Withanólido D  
 

Se valoró la actividad citotóxica del compuesto Withanólido D en las dos líneas celulares 
evaluando cinco concentraciones (10, 5, 1, 0.5, 0.1 µM) durante 48 horas de tratamiento. 
Los valores calculados de CL50 en ambas líneas celulares estuvieron por debajo del valor 
de referencia 10 μM sugerido por Bugelski y colaboradores como referencia para la 
selección de moléculas con actividad citotóxica promisoria, basado en un análisis histórico 
de las valoraciones de citotoxicidad in vitro de agentes antineoplásicos de uso en clínica 
sobre el panel de 60 líneas celulares que emplea el programa de desarrollo de nuevos 
fármacos del Instituto Nacional de Cáncer de los Estados Unidos [3]. Este resultado 
ratificó la relevancia de este compuesto promisorio con alta actividad citotóxica. 

El valor de CL50 calculado para el Withanólido D en MCF-7 fue de 3.00 µM ± 0.30 con un 
intervalo de confianza (IC) del 95% (2.509 a 3.602) y un R2 = 0,961; y en MDA MB231 fue 
de 2.04 µM ± 0.20 con un IC 95% (1.823 a 2.284) y un R2 = 0,991, indicando que el 
compuesto posee actividad antitumoral en el orden de concentración micromolar, lo que 
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es comparable con reportes previos de actividad de withanólidos que han sido activos en 
concentraciones del orden nano y micromolar (Figura 2) [20, 33, 90]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Actividad citotóxica de Withanólido D sobre dos líneas de cáncer de mama. 
Media de seis replicas ± una desviación típica de la media.  

Evaluando las cinco concentraciones sobre ambas líneas celulares se observó una 
respuesta dosis-dependiente, reduciendo la supervivencia celular a medida que aumentó 
la concentración de Withanólido D (p>0.001). Los valores calculados para la CL50 y el 
comportamiento citotóxico mostrado por las células al ser tratadas con Withanólido D no 
fueron significativamente diferentes entre las líneas celulares al comparar los porcentajes 
de viabilidad mediante una prueba t = 1.769; p = 0.1516. Para las células MDA MB231 se 
requirió 1 µM menos del compuesto para generar el 50% de letalidad, comparado con las 
células MCF-7.  

Un estudio realizado por Cordero y colaboradores, 2009, donde evaluaron la actividad 
citotóxica de Withanólido D sobre diferentes líneas celulares tumorales, entre ellas MCF-
7, mostró una CL50 de 1.10 µM al emplear el compuesto y una CL50 de 0.17 µM al evaluar 
doxorrubicina HCl, un agente antineoplásico empleado en diferentes tipos de tumores. En 
los dos estudios el valor calculado estuvo en el orden de micromolar, lo que sugiere que 
Withanólido D pueda ser considerado un compuesto candidato para ser estudiado como 
un nuevo fármaco contra el cáncer [33]. 

Los withanólidos derivados de algunos géneros de la familia Solanaceae como Withania, 
Datura y Acnistus, han sido previamente estudiados por su actividad anti-tumoral y 
actividad anti fúngica, sin embargo, la alta citotoxicidad en células normales ha 
imposibilitado la continuidad de los ensayo en clínica. Por ello, es importante resaltar el 
bajo efecto tóxico del compuesto Whitanólido D observado sobre células normales como 
fibroblastos de origen humano, células de médula ósea y células madre hematopoyéticas 
de ratón, lo que indica su posible selectividad [91]. 

Diferentes estudios realizados demuestran la selectividad de este compuesto hacia 
células tumorales. Cordero y colaboradores 2009, igualmente realizaron ensayos de 
citotoxicidad sobre células normales indicando una toxicidad diferencial: el compuesto fue 
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ligeramente más activo sobre células tumorales que normales, la relación entre la CL50 
promedio obtenida sobre células normales y la obtenida sobre células tumorales fue de 2, 
lo que indica que para alcanzar el mismo efecto sobre células normales se requiere el 
doble de la concentración requerida para células tumorales. Al evaluar Withanólido D 
sobre fibroblastos epiteliales normales de origen humano se observó un efecto citotóxico 
menor obteniendo una CL50 = 2. 96 µM, mayor que las CI50 obtenidas para MCF-7 (1.10 
µM) y las de diferentes células derivadas de tumores de origen humano como HeLa, HEp-
2, HT-29, MKN-45 y U-937.  

Otro estudio realizado por Roumy et al 2010, mostró la baja citotoxicidad de este 
compuesto en células de médula ósea obtenidas de voluntarios sanos (CI50 = 7.24 µM) y 
células madre hematopoyéticas de ratón EML-C1 (CI50 = 1.37 µM) comparado con el 
efecto antitumoral en células mieloides humanas resistentes K562R (CI50 = 1.23 µM) y en 
células leucémicas resistentes de ratón (CI50 = 0.52 µM), lo que muestra la selectividad del 
compuesto [91]. 

Dentro del mismo experimento, tomando la misma población celular tratada con el 
compuesto citotóxico, bajo las concentraciones anteriormente mencionadas, se planteó un 
ensayo de recuperación celular con el fin de determinar una posible actividad citostática 
del compuesto, empleando un periodo de recuperación de 48h después de retirado en los 
tratamientos. 

Los porcentajes de viabilidad celular obtenidos al final del periodo de recuperación fueron 
comparados con los porcentajes de supervivencia obtenidos al final del tratamiento 
citotóxico mediante una prueba t – test, con el fin de calcular diferencias entre los valores 
y determinar si la diferencia media fue significativa. 

Los resultados obtenidos no reflejaron diferencias significativas en los porcentajes de 
supervivencia celular derivados de los dos ensayos para la línea celular MCF-7 donde t = 
1.038; p = 0.3578; así mismo para la línea MDA MB231 donde t = 0.1650; p = 0.8870, lo 
que indica que las células que son expuestas al compuesto no se recuperan después de 
retirar el tratamiento, por lo que se puede considerar que éste tiene un efecto citotóxico. 

En general, sobre todas las células tratadas con diferente concentración de Withanólido 
D, no se observó un efecto de recuperación celular notorio; solo en las células MDA-
MB231 tratadas a una concentración de 5 µM se observó; después de 48 horas, una 
recuperación celular de 9 % con respecto al obtenido en el ensayo de citotoxicidad, 
siendo no significativo (Tabla 8). 

 

Tabla 8. Comparación de los porcentajes de supervivencia celular obtenidos durante el 
tratamiento con Withanólido D y después de un tiempo de recuperación celular. 

Concentració
n 

  MDA MB231   MCF-7 

 
48h tratamiento  

48h 
tratamiento  

+48h 
recuperación 

 
48h 

tratamiento 

48h 
tratamiento 

+48h 
recuperación 

(µM)   % %   % % 

10 
 

6 a ± 
0.00 

b 
0 ± 0.52 

 
6 ± 4.67 0 ± 

0.1
8 
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5 
 

17 ± 2.23 26 ± 6.01 
 

23 ± 
18.6

1 
16 ± 

0.7
3 

1 
 

89 ± 2.50 54 ± 
10.3

0  
93 ± 3.64 106 ± 

2.8
0 

0.5 
 

92 ± 1.79 99 ± 5.24 
 

98 ± 2.4 117 ± 
3.2
1 

0.1   100 ± 1.86 100 ± 5.18   100 ± 2.32 109 ± 
4.1
8 

a Media de seis determinaciones  b ± desviación estándar de la media. 
 
Con los resultados obtenidos de estos dos ensayos in vitro se pudo determinar que el 
compuesto Withanólido D ejerce un potente efecto citotóxico sobre las líneas celulares 
derivadas de tumores mamarios en concentraciones que están en el rango micromolar. 

 

4.1.3. Ensayo de morfología apoptótica 
 

Para evaluar morfológicamente los cambios presentados por las células al ser tratadas 
con el compuesto a concentraciones 1, 5, 10 y 20 µM durante 24 horas se empleó el 
método de tinción con naranja de acridina y bromuro de etidio, como técnica para estudiar 
el porcentaje de células tratadas que presentaron morfología apoptótica. 

En general los cambios morfológicos más visibles al emplear la coloración fluorescente, 
se evidenciaron a nivel citoplasmático y nuclear en las células tratadas con Withanólido D 
al 1 y 5 µM con respecto al vehículo (dimeltilsulfóxido al 0.2%) en las dos líneas celulares. 
Se observó una notoria disminución del tamaño celular que se asocia a la contracción 
celular a causa de estímulo externo, así mismo la condensación de la cromatina y la 
formación de cuerpos apoptóticos (Figura 3). 
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Figura 3. Células apoptóticas que tienen fragmentado su núcleo (flecha negra). 
Fotografías con coloración invertida obtenidas de la técnica de naranja de 
acridina/bromuro de etidio y visualizadas en microscopio de fluorescencia a 10x y 40x. 
Células tratadas con Taxol 1uM, 5 µM Withanólido D y DMSO 0.2% durante 24 horas.  

A mayor concentración de withanólido D dispuesto en las células se observó un 
incremento en el daño celular llevando a la lisis celular, evidenciada por la ausencia de 
células íntegras y la presencia abundante de residuos celulares, al tratar con la 
concentración más alta durante el tiempo de exposición en las dos líneas celulares 
evaluadas (Figura 4). 

En las células tratadas con el control positivo bajo la concentración evaluada (Taxol 1 
µM), se observaron células con morfología apoptótica evidente, con características como 
la condensación de los núcleos y algunos englobamientos visibles de la membrana 
citoplasmática en los dos tipos celulares; mientras que las células tratadas con DMSO al 
2% no mostraron cambios morfológicos notorios o alguna evidencia de lisis celular (Figura 
4). 

 

       Taxol 1µM              20 µM With D            1µM With D             DMSO 

0,2% 
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Figura 4. Coloración de células con la técnica de Bromuro de etidio / Naranja de acridina 
visualizadas en microscopio de fluorescencia (40x). Células tratadas con Taxol 1uM 
(control positivo), Withanólido D 1 y 20 µM y DMSO 0.2% (vehículo) durante 24 horas. 
Células apoptóticas que tienen fragmentado su núcleo (flecha blanca). 

Con la técnica fluorescente empleada, se contaron 200 células en cada muestra, con el fin 
de determinar el porcentaje de células con características apoptóticas producto de los 
tratamientos con el compuesto. 

Los resultados obtenidos indicaron un efecto apoptótico dependiente de la concentración 
de Withanolido D después de 24 horas de tratamiento. A medida que aumentó la 
concentración del compuesto se incrementó el número de células con morfología 
apoptótica hasta observar lisis celular a la mayor concentración y disminución en los 
conteos de células apoptóticas; una tendencia que se evidenció en las dos líneas 
celulares (Tabla 9).  

Dentro de los genes de los que se estudio la expresión, Bcl-2 fue el único gen que está 
directamente relacionado con apoptosis, por esta razón se correlacionaron los resultados 
de los niveles de expresión del gen obtenidos para los tratamientos de 24 horas bajo las 
dos concentraciones de Withanólido D, 1 y 5 µM con el número de células con morfología 
apoptótica derivado del ensayo de cambio morfológico. En esta comparación se encontró 
una relación inversamente proporcional: cuando la expresión del gen Bcl-2, a nivel de 
ARNm se observó disminuida (ej: tiempo 24 h y concentración 5 µM), en el ensayo 
morfológico se observó un aumento, en comparación con el vehículo, del número de 
células con características apoptóticas. Este comportamiento se puede relacionar con la 
función de inhibición de la apoptosis que presenta Bcl-2. El mismo comportamiento se 
observó en los dos modelos celulares. 

Investigadores como Kang, 2009 han descrito las proteínas pro y anti-apoptóticas que 
conforman la familia Bcl-2, las cuales interactúan permitiendo el balance entre la 
formación de nuevas células y la muerte celular de las más adultas. Cuando los miembros 
anti-apoptóticos de esta familia se encuentran sobre-expresados, esta proporción se 
altera y la muerte celular por apoptosis puede prevenirse [92]. Este indicador de sobre-
expresión ha sido asociado a fenotipos de cáncer más agresivos y resistentes a diferentes 
agentes quimioterapéuticos en tumores sólidos y altamente relacionado con la malignidad 
hematológica [93-95]. 

La expresión génica de Bcl-2 en la células MDA MB231 tratadas con Withanólido D 1 µM 
fue 1.8 veces menor y tratadas con Withanólido D 5 µM fue 0.5 veces mayor que el 
control (células tratadas con el vehículo), como estos valores no fueron superiores a 2, no 
se considera que correspondan a una sobre-expresión. No muy diferentes fueron los 
cambios en la expresión en MCF-7 bajo los mismos tratamientos: el gen estuvo 0.9 veces 
más y 2.4 veces menos expresado comparado con su control. En general, la baja 
expresión del gen Bcl-2 bajo los tratamientos anteriormente descritos fue correlacionable 
con los altos conteos de células con morfología apoptótica bajos estas mismas 
condiciones de tratamiento (Tabla 9, Anexo 2). 

Al realizar una prueba t-Student  comparando los porcentajes de células con morfología 
apoptótica obtenidos para ambas líneas, se estableció que existen diferencias en los 
porcentajes obtenidos a bajas concentraciones al valorar el compuesto Withanólido D y el 
taxol. Los porcentajes obtenidos fueron mayores para la línea celular MDA MB231, lo que 
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indica mayor sensibilidad de esta línea frente a la observada para la línea MCF-7 (Tabla 
9). 

 

Tabla 9. Porcentaje de células con morfología apoptótica observadas al disponer 
diferentes concentraciones de tratamiento  

  Vehículo   Taxol   Tratamientos Withanólido D 

 
DMSO 
0.2%  

1 uM 
 

1 uM  5 uM  10 uM  20 uM  

  %   %   % 

MDA 
MD231 

3a ± 0.58b 
 

27 ± 3.06 
 

15 ± 2.08 27 ± 1.53 19 ± 2.08 15 ± 2.08 

MCF-7 7 ± 1.53 
 

41 ± 1.53 
 

31 ± 2.0 32 ± 2.14 20 ± 2.08 11 ± 2.52 

t-test 5 
 

16.63 
 

18.52 ------ ------- 6.928 

P 0.0377 
 

0.0036 
 

0.0029 Ns ns 0.0202 

Sig *   **   ** ------  ------  * 
a Media de seis determinaciones,  b ± una desviación estándar. . Sig: significancia de la 
prueba t-test comparando líneas celulares p<0.01 * y p<0.001**. 
 

Es claro que en el ensayo de citotoxicidad, la concentración de 10 µM mostró una 
actividad letal contundente a 48 horas de tratamiento sobre las células (Tabla 8), y los 
resultados obtenidos en el ensayo morfológico empleando 20 µM fueron el rompimiento 
de la membrana citoplasmática y lisis celular presentando alta cantidad de residuos 
celulares, lo que sugiere que la vía de muerte celular inducida a una alta concentración 
del compuesto puede ser muerte celular vía necrosis. 

Un estudio realizado por Yeung y colaboradores en 1999 evaluando el taxol, mostró como 
este antineoplásico presenta un comportamiento bifásico al ser valorado a diferentes 
concentraciones sobre líneas celulares derivadas de cáncer de mama, entre las que se 
incluyeron MDA MB453 y MCF-7. Sorprendentemente, los resultados revelaron una 
respuesta diferencial dependiente de las líneas celulares examinadas. Este 
comportamiento reflejó dos mecanismos diferentes subyacentes a la citotoxicidad del 
taxol: a bajas concentraciones (0.005 µM) el efecto del taxol fue estabilizar los 
microtúbulos en la fase G2 a mitosis (M) en el ciclo celular, donde finalmente las células 
detenidas mueren por apoptosis; mientras que empleado a 25 µM el efecto fue polimerizar 
los microtúbulos  independientemente de la etapa del ciclo celular e inhibir la progresión a 
la fase de síntesis (S), lo que conllevó con el tiempo a muerte celular por necrosis [86]. 

Otro estudio realizado por Samadi y colaboradores 2010, evaluaron el mecanismo de 
acción de Withaferina A, un withanólido derivado de Vassobia breviflora,  sobre líneas 
celulares derivadas de carcinoma de cabeza y cuello encontrando que este compuesto 
induce la apoptosis y muerte celular, así como un cambio en G0/G1 a G2/M  del ciclo 
celular.  

Con el fin de confirmar la acción apoptótica inducida por este compuesto, los 
investigadores emplearon la técnica de anexina/yoduro de propidio para observar los 
estadios de apoptosis o muerte celular por necrosis a una sola concentración y tiempo. 
Los resultados mostraron que la withaferina A, a una concentración de 5 µM induce 
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apoptosis temprana, tardía y necrosis de manera significativa en las líneas celulares 
tumorales MDA1986 y JMAR; después de 24 horas de tratamiento [96]. 

El incremento del número de células apoptóticas a bajas concentraciones de Withanólido 
D y la disminución, acompañada de lisis celular a la concentración más alta, puede estar 
ligado a la activación de diferentes mecanismos de muerte celular a cada una de estas 
concentraciones: por vía apoptótica o necrótica dependiente de la concentración del 
compuesto. 

Diferentes mecanismos de muerte celular se han descrito hasta hoy; siendo la apoptosis 
una forma de muerte celular mediada por caspasas con características morfológicas 
particulares como la condensación citoplasmática y nuclear y fragmentación de material 
genómico, así como la degradación de las células que permiten la reutilización de los 
componentes celulares y juega un rol importante en el mantenimiento de la estabilidad de 
las poblaciones celulares dentro de los tejidos [97, 98]. 

Otro mecanismo de muerte celular como necrosis hace referencia a los cambios 
morfológicos después de que las células han muerto y alcanzan un equilibrio en su medio. 
Por lo tanto, la ausencia de fagocitosis y cuerpos apoptóticos genera la pérdida de 
integridad causando la pérdida del contenido celular que actúa con moléculas 
inmunológicas promoviendo procesos inflamatorios. Contrario a lo que ocurre en la 
apoptosis y autofagia, que mediante la formación de cuerpo apoptóticos se suprime la 
secreción de mediadores inflamatorios [99, 100]. 

Presentar un mecanismo de muerte celular que no desencadene una respuesta 
inflamatoria es un elemento deseable a la hora de estudiar este compuesto como 
candidato para el desarrollo de fármacos antineoplásicos, puesto que se trata de uno de 
los puntos donde se puede actuar para optimizar la eficacia de la quimioterapia en 
tumores resistentes. 

Otro mecanismo con características similares a la apoptosis es la autofagia, un proceso 
altamente conservado y regulado en los eucariotas que se inicia con el secuestro del 
material citoplasmático de vesículas de doble membrana llamadas autofagosomas. Las 
características morfológicas de la autofagia incluyen vacuolización, la degradación del 
contenido citoplasmático y la leve condensación de la cromatina [101]. Sin embargo, estas 
características no fueron observadas en el ensayo de morfología, descartando este 
mecanismo de muerte celular 

Aunque los resultados obtenidos son confiables, no son concluyentes pues se tiene el 
resultado del estudio morfológico aislado; para confirmar el planteamiento sobre la 
activación de diferentes mecanismos de muerte celular cuando el Withanólido D se 
emplea en diferentes concentraciones, se necesita la aplicación de otras técnicas 
bioquímicas además de los estudios morfológicos, que evalúen otros aspectos 
característicos de los diferentes procesos de muerte celular, como el estudio de 
fragmentación de ADN y la activación de caspasas (2,3,6,7,8,9 y 10) porque estas 
enzimas median el proceso de apoptosis [102] que validarían esta hipótesis. Sin embargo, 
los resultados dan luces para sugerir que el withanólido D puede inducir diferente 
mecanismos de muerte celular sobre distintas células tumorales. 
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4.2. Análisis moleculares 
 

4.2.1. Evaluación de iniciadores por PCR convencional 
 

Con el fin de evaluar la especificidad de los iniciadores diseñados para la condición de 
amplificación por PCR en tiempo real, se realizaron amplificaciones por PCR convencional 
sobre ADN genómico de células MCF-7 (Tabla 4). Las amplificaciones obtenidas se 
evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa 2%, teñido con SYBR Safe de 
Invitrogen® y las reacciones de amplificación se realizaron en el equipo My Cycler de 
BIORAD®.  

En esta evaluación electroforética se observó la amplificación y el tamaño del amplímero 
con cada uno de los iniciadores diseñados. Por comparación con marcadores de peso 
molecular incluidos en el gel, se pudo establecer que los tamaños obtenidos 
correspondieron a los esperados para cada amplímero. La mayoría de los tamaños de 
fragmentos obtenidos estuvieron entre 100 y 200 pb, a excepción de los amplímeros de 
los iniciadores Hsp70-1b y Bcl2 que estuvieron por debajo de 100 pb; y HDJ-1/Hsp40 
donde el tamaño del fragmento se visualizó por encima de 200 pb; lo esperado 
previamente (Figura 5, Tabla 2). 

 

 

 

 

Figura 5. Amplificación por PCR convencional con los iniciadores específicos sobre ADN 
de células MCF-7. 1. Marcador de peso molecular de 100-1000pb. 2. RMI-1  3. CDCC9 4. 
ACTB. 5. HSP 90AA1. 6. SMC4L1. 7. Bcl-2 8. HDJ-1/Hsp40 9   TXNL-1 10. DDX-3 11. 
Hsp70-1b  12. UBC 13. Pb-1 14.TBBP 15. C9orf6 16. NOL-10. 17. Marcador de peso 
molecular de 100-1000pb.  

 

4.2.2. Amplificación por PCR convencional para GAPDH sobre ADNcs 
 

Después de someter el ARN total a la reacción de retro-transcripción, se verificó la 
síntesis de la primera cadena de ADN a partir del ARN mensajero, presente en el ARN 

1        2      3      4      5      6       7      8      9      10     11   12    13   14     15     16    17    18 
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total extraído de las células tratadas con Withanólido D y sus controles, amplificando un 
fragmento del gen GAPDH humano de expresión constitutiva, usando PCR convencional.  

Al evaluar los resultados obtenidos se observó amplificación sobre los ADNcs y sobre el 
ADN genómico de MCF-7 empleado como control. El fragmento esperado en la 
amplificación para GAPDH fue de 451 pb evidenciándose en las muestras donde el 
tamaño del amplímero se ubicó entre 400 y 500 pb. Estos resultados positivos de 
amplificación para GAPDH, indicaron que los ADNcs obtenidos del proceso de retro-
transcripción fueron adecuados como sustrato para la realización de amplificaciones  por 
PCR convencional esperando que lo sean igualmente para PCR en tiempo real, pues este 
tipo de PCR es más sensible que la PCR convencional (Figura 6). 

 

Figura 6. Amplificación por PCR convencional para GAPDH 1. Marcador de peso 
molecular de 100-1000pb 2 ADN proveniente de pulmón 3. Control de reactivos de la 

reacción de PCR 5. Muestra de ARN proveniente de HeLa (Invitrogen®). 4, 6-10. 
Productos de las reacciones de retro-transcripción de diferentes tratamientos 16, 42, 52, 
111, 144. 11. Marcador de peso molecular de 100-1000 pb. 

 

4.3. Análisis de expresión diferencial y bioinformáticos 
 

4.3.1. Evaluación de la expresión génica por PCR en tiempo real 
 

Partiendo de los ADNcs obtenidos del proceso de retro-transcripción se comparó la 
expresión entre las células MCF-7 y MDA MB231 tratadas con las diferentes 
concentraciones de Withanólido D o DMSO al 0.2% a diferentes periodos de tiempo. 

Este análisis de expresión se realizó para los genes ACTB, SMC4L1, DDX-3, RMI-1, 
NOL10, Pb-1, CCDC99 cuyos productos participan en mecanismos de reparación de 
ADN. De igual manera se estudiaron los cambios en los niveles de expresión de TXNL1 y 
UBC que actúan en la respuesta celular al estrés oxidativo; Bcl-2 involucrado en procesos 

 

 500 pb 

 500 pb 
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anti-apoptóticos a nivel mitocondrial, las proteínas de choque térmico Hsp70-1b, HSP 
90AA1 y HDJ-1/Hsp40, que participan en respuestas de cito-protección y C9orf6, una 
proteína hipotética para el marco abierto de lectura 6 del cromosoma humano 9 a la que 
no se ha asociado hasta ahora ninguna función. 

Los valores de CT obtenidos por PCR en tiempo real se emplearon para calcular los 
valores de ΔΔ CT y los niveles de expresión relativa, teniendo como gen de referencia 
interna, el gen que codifica para la proteína TBP (proteína de unión a la caja TATA).  

Mediante la herramienta bioinformática MeV se identificaron los genes y sus patrones de 
expresión empleando el coeficiente de correlación de Pearson. Un valor de expresión 
mayor a 2 fue considerado sobre-expresión mientras que valores inferiores a 1 fueron 
considerados sub-expresión. Los valores cercanos a 1 fueron considerados como la 
expresión basal de cada gen. 

 

4.3.1.1. Agrupamiento jerárquico para genes expresados en MCF-7 
 

Los resultados del nivel de expresión para cada gen sobre la línea celular MCF-7 se 
presentan en la figura 7, donde fueron agrupados en cinco grupos mediante su grado de 
correlación: el primero, con la más alta correlación (0.591), estuvo conformado por las 
proteínas de choque térmico HSP90AA1, Hsp70-1b y UBC; en el segundo grupo se 
ubicaron los genes Bcl-2, DDX-3 y HDJ-1/Hsp40; como tercer grupo se observó la 
expresión de los genes RMI-1 y C9orf6, en el grupo cuarto, se agruparon los genes 
SMC4L1 y Pb1 y finalmente en quinto grupo los genes ACTB, TXNL1 Y CCDC99. 
Seguidamente los genes pertenecientes a los grupos I y II se asociaron para formar un 
subgrupo I con una correlación baja (-0.579), y los grupos III, IV y V se asociaron 
formando otro gran subgrupo II que incluyó la expresión del gen NOL10 que mostro la 
correlación más baja (Figura 7). 
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Figura 7. Agrupamiento jerárquico mediante correlación de Pearson evaluando los niveles 
de expresión (2-∆∆CT) de los diferentes genes en estudio para las células MCF-7 tratadas 
a diferentes tiempos y concentraciones de Withanólido D. Rojo representa altos niveles de 
expresión y verde bajos niveles de expresión, cada columna representa una 
concentración y tiempo de exposición específico mientras que las filas representan los 
genes evaluados. Cada punto representa el promedio de tres repeticiones. 

En el subgrupo I se asociaron los genes que mostraron sobre-expresión (∆∆CT>2) en la 
mayoría de los tratamientos, el nivel de expresión de las proteínas HSP90AA1, Hsp70-1b, 
HDJ-1/Hsp40 y UBC se vio aumentado notoriamente desde un tiempo temprano hasta 
finalizar el seguimiento en el tiempo: “time-course”, mientras que la sobre-expresión de los 
genes Bcl-2 y DDX-3 solo se observó aumentada al tiempo de 4 horas y 12 horas; y 4, 8 y 
12 horas respectivamente, a los demás tiempos de tratamiento evaluados, la expresión de 
Bcl-2 se observó reprimida mientras que los valores de expresión para DDX-3 fueron 
superiores a 1 en la mayoría de las concentraciones de withanólido D evaluadas. 

La expresión de los genes clasificados en el subgrupo II fue similar en la mayoría de los 
tiempos y concentraciones presentando una menor expresión que la observada para los 
genes que se agruparon en el subgrupo I.  

Un importante incremento en los niveles de expresión de los genes RMI-1 y C9orf6 fue 
observado en los ADNcs provenientes de las células tratadas con el compuesto durante 
15 minutos decreciendo de manera paulatina durante los tiempos sucesivos; mientras que 
los valores de expresión de NOL10, Pb1 y SMC4L1 se vieron reprimidos en la mayoría de 
los tratamientos, a excepción del tiempo 12 horas donde se observó un evidente aumento 
en la expresión de los genes PB1 y SMC4L1 (Figura 7). 

Finalmente, se observó la correlación de la expresión de los últimos genes del subgrupo II 
ACTB, TXNL1 y CCDC99, que presentaron una expresión heterogénea: Los niveles de 
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expresión para ACTB fueron variables durante el seguimiento en el tiempo: a tiempos 
tempranos se observó una disminución de la expresión del gen, después de este tiempo 
se observó una expresión basal, hasta evidenciar una sobre-expresión al evaluar los 
ADNcs después de 12h de tratamiento en todas las concentraciones de Withanólido D. De 
manera generalizada el nivel de expresión de TXNL1 se observó un aumentada en dos 
tiempos de seguimiento: 1 y 12 horas; mientras que para el gen CCDC99 se registró una 
disminución marcada en los niveles de expresión en la mayoría de los tratamientos 
comparados con las células no tratadas con el compuesto citotóxico, y solo en tres 
tratamientos se observó un aumento de expresión mayor a 2. 

En general, la sobre-expresión de los genes evaluados en la línea celular MCF-7 se 
observó al evaluar tiempos de exposición al compuesto citotóxico, entre 4 y 12horas, 
mientras que a tiempo cortos como 15 minutos y 1 horas, sólo se observó el aumento de 
la expresión de genes como HDJ-1/Hsp40, UBC, RMI-1; C9orf6 en la mayoría de las 
concentraciones de withanólido D evaluadas. 

 

4.3.1.2. Agrupamiento jerárquico para genes expresados en MDA MB231 
 

Con los valores de nivel de expresión relativa derivados del cálculo de ∆∆CT, se realizó de 
manera simultánea, un análisis jerárquico que correlacionó los niveles de expresión de los 
genes evaluados en las células MDA MB231.  

Los resultados del nivel de expresión para cada gen sobre la línea celular MDA MB231 se 
presentan en la figura 8, donde se observaron cinco agrupaciones: la primera de ellas, 
estuvo conformada por los genes HSP90AA y UBC, ahí mismo de manera muy cercana 
se ubicó el gen TXNL1; con una menor correlación; en el segundo grupo se ubicaron los 
genes Bcl-2 y CCDC99; el tercer grupo por DDX-3 y Pb1 y con menos relación a este 
grupo se ubicó C9orf6; en el cuarto grupo se asociaron las dos proteínas de choque 
térmico HDJ-1/Hsp40, Hsp70-1B y ACTB; y finalmente siendo el grupo con una 
correlación más baja en la expresión de los genes evaluados, estuvieron los genes 
NOL10, SMC4L1, RMI-1 (Figura 8). 
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Figura 8. Agrupamiento jerárquico mediante correlación de Pearson evaluando los niveles 
de expresión (2-∆∆CT) de los diferentes genes en estudio para las células MDA MB231 
tratadas a diferentes tiempos y concentraciones de Withanólido D. Rojo representa altos 
niveles de expresión y verde bajos niveles de expresión, cada columna representa un 
tratamiento mientras que las filas representan genes evaluados. Cada punto representa el 
promedio de tres repeticiones.  

Posteriormente los genes pertenecientes a los grupos I, II, III y IV se asociaron formando 
un gran subgrupo dentro del árbol jerárquico, mientras que los genes NOL10 y SMC4L1 
fueron el subgrupo II que tuvo una baja correlación con la mayoría de los genes 
evaluados . 

Los niveles de expresión para los genes del grupo I se observaron aumentados a tiempos 
prolongados de exposición de las células al xenobiótico (4-12 horas), de igual manera a lo 
observado en las células MCF-7 al evaluar HSP90AA1 y UBC. Estos genes, por sus 
similares niveles de expresión en la totalidad del experimento, se ubicaron en un mismo 
grupo en el árbol descrito para las células MCF-7 (Figura 7 y 8).  

Los genes clasificados en el segundo grupo Bcl-2 y CCDC99 solo se observaron sobre-
expresados hasta el tiempo de 4 y 8 horas bajo ciertas concentraciones de withanólido D. 
Después de estos tiempos de tratamiento se observó una disminución importante en la 
expresión de ambos genes. 

Estos resultados obtenidos fueron comparados con los obtenidos en las células MCF-7 
observando una expresión diferencial para el gen Bcl-2; los valores de expresión para 
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este gen en las células con el estatus de p53 activo (MCF-7) fueron mucho más altos que 
en las células con p53 alterado (MDA MB231) en tiempos prologados de tratamiento, 
Contrario fue lo observado en la expresión del gen CCDC99, la cual se vio reprimida en 
los dos modelos celulares (Figura 7 y 8). 

En el grupo III se observó un aumento en la expresión de Pb1 en diferentes tiempos y 
concentraciones a lo largo del “time-course”; mientras que para el gen DDX-3 la sobre- 
expresión solo se registró bajo tiempos y concentraciones específicas siendo más notorio 
a las 8 horas de tratamiento. En este mismo grupo se ubicó la expresión del gen C9orf6 
donde se observó que la expresión fue basal en la mayoría de los tratamientos. 

Dentro de este grupo, solo DDX-3 mostró un comportamiento en la expresión que fue 
diferencial; a las 4 horas de tratamiento se observó una sobre-expresión en los dos 
modelos celulares, mientras que para los demás tiempos se observó una diferencia 
marcada: en las células MDA MB231, la expresión de este gen fue basal mientras que 
para MCF-7 la expresión se observó aumentada en la mayoría de los tiempos evaluados 
(Figura 7 y 8). 

Finalmente en el último grupo del subgrupo I, se agruparon los genes que codifican para 
las proteínas de choque térmico HDJ-1/Hsp40 y Hsp70-1b, estos genes se observaron 
aumentados en la mayoría de los tiempos bajo las concentraciones valoradas. Cabe 
resaltar que la sobre-expresión de estos genes fue mayor a la obtenida en MCF-7 y se 
prolongó hasta el final del monitoreo; Para el gen ACTB, también ubicado dentro de este 
grupo, se observó un aumento en la expresión a tiempos y concentraciones específicas.  

Como grupo más distante del árbol jerárquico sobre MDA MB231 se agrupó la expresión 
de los genes RMI-1, NOL10 y SMC4L1. La expresión de los dos primeros genes se vio 
aumentada en el tiempo temprano y paulatinamente disminuyó hasta alcanzar su más 
bajo nivel a las 12 horas de tratamiento Este comportamiento fue diferente al observado 
en las células MCF-7 donde estos dos genes se vieron reprimidos en la totalidad de 
estudio.  

En general, al comparar los grupos jerárquicos obtenidos para ambas líneas celulares, se 
observó una tendencia en la agrupación de ciertos genes con respecto a sus niveles de 
expresión. Los genes sobre-expresados en la mayoría de los tratamientos fueron 
identificados como genes involucrados de manera directa o indirecta en la respuesta cito-
protectora como HSP90AA1 HDJ-1/Hsp40, Hsp70-1b, TXNL1, DDX-3 y Bcl-2 Seguido a 
esto en tiempos tardíos (8-12h) se observó la sobre-expresión de genes implicados en 
reparación de ADN como CCDC99, RMI-1, SMC4L1, Pb-1 y NOL10. 

De igual forma, de manera generalizada se observó durante toda la evaluación de 
Withanólido D a diferentes tiempos y concentraciones el drástico aumento en la expresión 
de los genes HDJ-1/Hsp40 y Hsp70-1b en ambas líneas celulares, lo que es concordante 
con lo observado en el análisis de SSH realizado en el proyecto Fase I, donde se observó 
aumento en la expresión de estas proteínas de choque térmico inducibles al evaluar el 
compuesto durante 4 horas en células MCF-7. 
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4.3.1.3. Análisis estadísticos de los agrupamientos jerárquicos 
 

Con los resultados de la variación en los niveles de expresión de los genes de interés en 
las líneas celulares evaluadas se realizó una prueba t-student para muestras 
independientes, para comparar entre los niveles de expresión de un mismo gen, bajo las 
mismas condiciones de tratamiento (tiempo – concentración); con el fin de observar 
cualquier diferencia en el nivel de expresión de cada gen entre las líneas celulares 
evaluadas. 

Con el fin de cumplir los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas 
requeridos para el t-test, todos los valores obtenidos del cambio de la expresión del gen 
blanco o de interés con el valor de expresión del gen empleado como control interno (fold 
change) fueron transformados a logaritmo natural para obtener una distribución normal de 
los datos, lo cual equivale a haber trabajado con el valor inicial del doble delta CT. 
Seguidamente para cada conjunto de datos derivado de un tiempo y concentración 
específica se realizó el test de Levene para garantizar la homogeneidad de varianzas; así 
como el test de Shapiro-Wilk para garantizar normalidad. Estos estadísticos mostraron 
que no hubo diferencias significativas entre las varianzas p>0.05. 

Los resultados obtenidos para esta prueba se resumen en la anexo 1, donde se 
clasificaron aquellos genes y tratamientos que fueron expresados de manera 
significativamente diferente en los dos modelos celulares. Con estos resultados los genes 
fueron clasificados en cuatro grupos, I: aquellos genes que se observaron 
diferencialmente sobre-expresados en ambas líneas celulares; II: aquellos genes que se 
observaron sobre-expresados en una línea celular y reprimido en la otra o viceversa; III: 
aquellos genes que se observaron reprimidos en ambas líneas celulares, y IV, aquellos 
genes que tuvieron una expresión fluctuante durante el “time-course”. 

 

I Grupo de genes sobre-expresado en MDA MB231 y MCF-7  

Proteínas de choque térmico inducibles HDJ-1/Hsp40 y Hsp70-1 

Los niveles de expresión de los genes que codifican para las proteínas de choque térmico 
de expresión inducible HDJ-1/Hsp40 y Hsp70-1b en las células MDA MB231 tratadas con 
Withanólido D a 5µM y 10µM durante periodos de tiempo de 4, 8 y 12 fueron mayores 
comparados con la expresión obtenida en las células MCF-7 (Figura 9). 
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Figura 9. Genes sobre-expresados en las células MDA MB231 y MCF-7. Niveles de 
expresión relativos correspondientes a la media de tres replicas con el error estándar de 
la media vs. tratamientos, medidos por RT-PCR en tiempo real. p<0.01* y p<0.01**, 
diferencias estadísticamente significativas de menor o mayor grado según el valor p para 
la prueba t-Student 

Los niveles de expresión de HDJ-1/Hsp40 se mantuvieron elevados a las 2h y 12h de 
tratamiento pero no mostraron aumento dependiente del tiempo. A las 4 h de tratamiento 
con Withanólido D al 5 µM el nivel de expresión para las células con p53 mutado (MDA 
MB231) fue 23 veces mayor; y a las 12h de tratamiento bajo la misma concentración fue 
14.3 veces mayor para las células con estatus p53 activo (MCF-7). Los niveles de 
expresión de Hsp70-1b en MDAMB231 mostraron aumento al incrementar el período de 
exposición a Withanólido D, pues tras 4h de tratamiento fue mayor la expresión 1.9 veces 
que la observada para las células MCF-7 y de 11.1 veces tras 8h de tratamiento (Figura 
9). 

Estas proteínas de choque térmico inducible son rápidamente expresadas en respuesta a 
algún tipo de daño causado por diverso agentes externos como agentes 
quimioterapéuticos, deficiencia de nutrientes en el medio, radiación U.V y al estrés 
oxidativo entre otros [103]. 

Hoy se sabe que estas proteínas ejercen funciones protectoras frente a condiciones 
letales porque participan en cascadas anti-apoptóticas, lo cual depende de sus funciones 
ATP-asa y de unión a proteínas (Beere, 2004). Además de su actividad chaperona éstas 
modulan respuestas de muerte programada a través de la inhibición de la activación 
proteolítica de las caspasas, que son los efectores de diversas vías de señalización pro-
apoptótica [104]. 

Por otro lado, la expresión de estas proteínas está regulada a nivel transcripcional por el 
factor de transcripción de choque térmico (HSF1) que se mantiene en un estado inactivo 
por la unión a un complejo de proteínas de choque térmico y co-chaperonas. Este factor 
se activa en respuesta al estrés inducido por factores externos, forma un trímero, se 
fosforila y se trasloca al núcleo para unirse a los elementos Hsp en los promotores de los 
genes que codifican para las proteínas de choque térmico [105]. 

Más específicamente, los miembros de la familia Hsp70 son normalmente localizados en 
el mismo compartimento sub-celular con varios miembros de la familia Hsp40 que se han 
especializado en funciones individuales. La interacción de una sola Hsp70 con múltiples 
Hsp40s una asociación única que facilita procesos específicos en lugares diferentes 
dentro de la célula; Hsp70-1 tiene actividad cito-protectora frente al estrés, para lo cual es 
necesaria su función como chaperona [106]. 

En células normales la expresión varia a lo largo del ciclo celular, siendo mayor en las 
fases G1 y S [107]. Mientras que en  tumores de mama, colon y estómago, la sobre-
expresión de Hsp70 se ha correlacionado con aumento de la proliferación, baja 
diferenciación y reducida respuesta al tratamiento. Adicionalmente se ha observado que 
su expresión es necesaria para la supervivencia de tumores implantados en ratones y 
células derivadas de tumores, por lo que se cree que les confiere una capacidad de 
evasión de muerte celular y se ha postulado como una diana terapéutica interesante en el 
tratamiento del cáncer [107].  



51 
 

El bloqueo de la expresión de Hsp70-1 en las líneas celulares derivadas de mama MCF-7 
y MDA-MB231, con oligonucleótidos anti-sentido induce muerte celular independiente de 
la activación de caspasas y de p53. En fibroblastos normales, WI-38 no se presenta este 
efecto, lo que indica que la expresión de Hsp70-1 es requerida para el mantenimiento de 
la viabilidad en las células tumorales [108]. 

 

II. Grupo de genes sobre-expresados en MDA MB231 y reprimidos en MCF-7 

RMI-1, SMC4L1 y Pb1 

 

En este subgrupo se ubicaron los genes cuya expresión se observó aumentada sólo en 
las células con p53 mutado e inactivo, y reprimida o en estado basal en las células MCF-
7. Los niveles de expresión para los genes RMI-1, SMC4L1 y Pb1 que están involucrados 
en diferentes mecanismos de reparación de ADN y son activados en respuesta al estrés 
replicativo fueron graficados en la figura 10. 

Los niveles de expresión del gen RMI-1 en las células MDA MB231 mostraron un evidente 
aumento a los 15 minutos de tratar las células con el compuesto a una concentración 5 
µM, siendo el nivel de expresión 6.5 veces mayor, e incluso después de 12h: 3.5 veces 
superior que el presentado por las células MCF-7, las cuales mantuvieron una expresión 
basal del gen en la mayoría de los tiempos evaluados (Figura 10) 

De manera similar se observó un incremento en dos tiempos para el gen Pb1: el primer 
aumento en la expresión se observó al evaluar los ADNcs obtenidos de tratar las células 
con Withanólido D 10 µM por 15 min, siendo 4 veces mayor que en MCF-7; luego de 8h 
de tratamiento a concentraciones altas del compuesto, se observó un cambio de 
expresión en MDA MB231 que fue 6 veces superior. 
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Figura 10. Grupo de genes sobre-expresados en MDA MB231 y reprimidos en MCF-7. 
Niveles de expresión relativos correspondientes a la media de tres replicas con el error 
estándar de la media vs tratamientos, medidos por RT-PCR en tiempo real. p<0.01* y 
p<0.01**, diferencias estadísticamente significativas de menor o mayor grado según el 
valor p para la prueba t-Student 

La sobre-expresión del gen SMC4L1 solo se percibió a un tiempo prolongado de 
exposición al Withanólido D siendo 6 veces mayor su expresión comparada con la de las 
células MCF-7, que mostraron un estado basal de la expresión del gen a tiempos 
tempranos; sin embargo, después de 8h de tratamiento, hasta completar el último tiempo, 
se observo una clara disminución de la expresión de este gen. 

Los bajos niveles de expresión de este grupo de genes no solo son concordantes con los 
obtenidos al tratar con Withanólido D 20 µM durante 4h las células MCF-7, sino que su 
nivel de expresión fue casi nulo en todo el “time-course” para esta línea celular, muy 
diferentes a lo observado en las células MDA-MB231.  

El gen RMI-1 (Inestabilidad del genoma mediada por RECQ) es una helicasa 
perteneciente a la familia REcQ-DNA que, usa la energía de la hidrólisis de ATP para 
separar la doble cadena de nucleótidos con el fin de facilitar el proceso de replicación, 
recombinación, transcripción y reparación. Esta en particular, tiene un papel esencial en el 
mantenimiento de la integridad del genoma, custodiando el movimiento de las horquillas 
de replicación y restableciendo la síntesis de ADN después de presentarse algún tipo de 
bloqueo o rupturas [109, 110]. 

La mutación o la pérdida en función de las tres RECQ helicasas causan diferentes 
síndromes de susceptibilidad al cáncer hereditario. Los síndromes de Bloom y Werner 
proporcionan un medio para una predisposición a diferentes tipos de tumor epiteliales 
como colon, cáncer de mama, pulmón, leucemia y linfomas [110]. 
 
Igualmente se observó una baja expresión del gen SMC4L1 en las células MCF-7. Este 
gen hace parte del complejo enzimático condensina, que es altamente conservado y 
participa en la condensación de los cromosomas durante la mitosis, liderando la 
reconfiguración de la estructura del ADN mediante su actividad de super-enrollamiento 
[111, 112]. 
 
La condensina humana está compuesta por cinco sub-unidades: dos sub-unidades con 
actividad ATPasa, pertenecientes a la familia de las proteínas de mantenimiento 
estructural de cromosomas (SMC): la SMC2 y la SMC4, que forman un heterodimero y 
tres sub-unidades CAP: hCAP-D2, -G y –H, las cuales son esenciales para la 
condensación y segregación in vivo e in vitro de los cromosomas [113]. 

En las células humanas la condensina es expresada constitutivamente y los niveles 
permanecen constantes a lo largo del ciclo celular, pero su localización varía durante éste, 
en la interfase se encuentra predominantemente en el citoplasma y durante la mitosis, en 
la metafase, se ubica dentro de los cromosomas [111, 112]. 

Investigadores como Blank y colaboradores 2006 estudiaron la condensación irregular de 
la cromatina ejercida por los complejos protéicos SMC2 y SMC4 cuando se presenta la 
muerte celular mitótica y su relación con el estado de p53 y la condensación de la 
cromatina asociada a muerte celular por apoptosis, en diferentes tipos de tumor entre las 
que se destaca MDA MB231. 
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Los resultados mostraron que el daño en el ADN en células que tienen la función de p53 
mutada o inactiva, desencadena la activación no controlada de la Cdk1 (quinasa-
dependiente de ciclina), la carga y la activación de la cromatina al complejo, seguido por 
la aparición de células multi-micronucleadas, siendo una evidencia de la muerte celular 
mitótica. Estos resultados demuestran una clara distinción entre los mecanismos que 
promueven la condensación de la cromatina bajo el mecanismo de muerte celular mitótica 
y los relacionados con la condensación de la cromatina asociados a apoptosis, lo que 
ofrece una clara y reevaluada visión de un importante proceso de muerte celular en 
tumores diferente a apoptosis [113]. 

Por lo tanto, la expresión diferencial observada para SMC4 en los dos modelos celulares 
obtenida en este trabajo, podrían lleva a proponer que la muerte celular se puede estar 
induciendo por rutas no apoptóticas como la catástrofe mitótica, que son independientes 
de la activación de caspasas. 
 
Dentro de este grupo de genes con expresión reprimida en la línea MCF-7 por el 
tratamiento con Withanólido D se ubicó el gen que codifica para la proteína humana 
polibromo-1 (Pb1), también conocida como BAF180 la cual forma parte del complejo de 
remodelación de la cromatina PBAF (complejo BAF asociado a polibromo) y es necesaria 
para la localización de PBAF en los cinetocoros durante la mitosis, ya que participa en la 
detección de la cromatina y en el reclutamiento de proteínas con función de regulación de 
la expresión, como las acetilasas de histonas [114]. 

La función de la Pb1 se asocia claramente con su estructura, que incluye seis 
bromodominios (BD) en tándem, dos dominios adyacentes a bromodominios (BAH) y un 
grupo de alta movilidad (HMG). Los BD son dominios de unión a histonas acetiladas, los 
BAH son módulos de interacción proteína-proteína y el domino HGM se une al ADN 
nucleosomal [114]. Mutaciones de Pb1 han sido identificadas en cáncer de mama 
sugiriendo un posible rol supresor de tumor. Aunque el mecanismo preciso de su actividad 
supresora de tumor no es conocida, se cree que esto ocurre al menos, en parte, a su 
capacidad de regular p21 [115]. 

Tanto p21 como p53 son genes supresores de tumores que se relacionan con procesos 
apoptóticos. Un p53 funcional tiene la capacidad de inducir p21 y un incremento de p21 
puede inducir a un detrimento de la actividad de ciclinas dependientes de quinasas (Cdk). 
lo que conlleva a una parada en el ciclo celular. Así mismo, el estado funcional de p53 es 
importante en la ruta dependiente de p53 que permite la muerte celular asociada a 
apoptosis[116]. 

Sin embargo, cabe la posibilidad de inferir que las células MDA MB231 tratadas con 
Withanólido D podrían aumentar la expresión de p21 y desencadenar el mecanismo de 
muerte celular por apoptosis, independientemente a la presencia y estado funcional de 
p53 y receptor de estrógeno (ER). 

Esta hipótesis surge de estudios como el realizado por Li y colaboradores, 1999, al 
evaluar genisteína a 30 µM, un isoflavonoide derivado de la soya, sobre células MDA 
MB231 durante 24 horas. Mediante un análisis de Western blot analizaron la expresión de 
p21 y p53 observando que después de ser tratadas las células bajo estas condiciones, la 
proteína p21 se sobre-expresó 1.5 veces más en las células tratadas que en el control, lo 
cual fue directamente correlacionado con la inhibición en el crecimiento celular; mientras 
que la expresión de la proteína p53 en células tratadas decreció aproximadamente un 
tercio en comparación con el control. Estos resultados sugieren que la sobre-expresión de 
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p21 puede ser el mecanismo molecular por el cual el compuesto induce apoptosis siendo 
un potencial quimiopreventivo o agente terapeútico contra el cáncer de mama. Sin 
embargo, se necesitan estudios más robustos [116]. 

 

Grupo Bcl-2, TXNL1 y HSP90AA1 

 

En este grupo se clasificaron los genes cuya expresión se vio aumentada en las células 
MCF-7, y reprimida o de expresión basal en las células MDA MB231 (Figura 11) 

Para los genes Bcl-2 y HSP90AA1 que tienen efecto anti-apoptótico, en el caso de Bcl-2 
evitando la liberación del citocromo c hacia el citosol [117], y para la proteína de choque 
térmico que inhibe la activación de la pro-caspasa 9 y estabiliza el inhibidor de apoptosis 
survivina [118], la expresión se observó aumentada solo en las células MCF-7. De igual 
forma para el gen TXNL1 asociado a un sistema de mantenimiento del equilibrio rédox en 
las células. 

 

Figura 11. Grupo de genes sobre-expresados en MCF-7 y reprimidos en MDA MB231. 
Niveles de expresión relativos correspondientes a la media de tres replicas con el error 
estándar de la media vs tratamiento, medidos por RT-PCR en tiempo real. p<0.01*, 
p<0.001**, y p<0.000***, diferencias estadísticamente significativas de menor o mayor 
grado según el valor p para la prueba t-Student 
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El nivel de expresión de Bcl-2 se vio aumentado paulatinamente desde las 4h de 
tratamiento hasta finalizar el “time-course”, aumentando aproximadamente 6 veces la 
expresión hasta llegar a un contundente aumento de 76 veces superior a la pobre 
expresión del gen en las células MDA MB231 (Figura 11). 

HSP90AA1 se observó sobre-expresada de manera similar y correlacionada con la 
expresión de Bcl-2. A 4h de tratamiento con withanólido D 5 µM se observó un cambio 3.5 
veces mayor que en las células MDA MB231; después a las 8h bajo la misma 
concentración de withanólido D se observó un declive en la expresión que aumentó solo a 
las 12 h de tratamiento para ser 14 veces superior a la observada en el otro modelo 
celular. 

Como último gen de este grupo se consideró la expresión de TXNL1 que se observó 
aumentada a las primera hora de tratamiento, sin embargo, su sobre-expresión fue 
mayormente notable después de 12 horas bajo todas la concentraciones de withanólido D 
donde se observó un aumento 15 veces superior, comparado con las células MDA MB231 
que presentaron una expresión basal en todo el tiempo de monitoreo. 

La Hsp90A controla el balance entre la maduración, que implica el plegamiento, y la 
degradación por la vía del proteosoma, de un número reducido de proteínas reguladoras 
de la proliferación celular y traducción de señales que incluye Akt, Raf-1, ciclina D1, Cdk4 
y p53 [119]. Esta proteína se sobre-expresa en varios tipos de tumores demostrado que 
participa en la evasión de la apoptosis mediante la inhibición de la activación de la 
caspasa 9, inducción de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 y la estabilización de 
inhibidores de la apoptosis como la survivina [118]. En células tumorales que presentan 
altos niveles de Hsp90, Hsp70 y Hsp27 estas proteínas participan en oncogénesis y 
resistencia a la quimioterapia [120]. 

Así mismo, Bcl-2 es una proteína anti-apoptótica que pertenece a la familia de proteínas 
Bcl-2, conformada por miembros con funciones pro y anti-apoptóticas que interactúan 
para mantener el equilibrio entre la formación de células nuevas y la muertes de las más 
adultas. Este balance determina si la mitocondria permanece intacta o libera proteínas 
que promueven la muerte celular. Una de estas proteínas es el citrocromo c, que al 
liberarse forma un súper complejo con Apaf-1 (apoptosoma) activando la caspasa 9, que 
a su vez activa la caspasa 3 desencadenando la apoptosis [92, 121, 122]. 

Tanto los productos de los genes Bcl-2 y p53 han sido vinculados a las vías de muerte 
celular programada en varias líneas celulares de cáncer de mama, encontrando que bcl-2 
puede inhibir la apoptosis provocada por el gen p53 en estado funcional. En contraste las 
células con un gen p53 no funcional, pueden igualmente inhibir la apoptosis, sin embargo 
esta protección es mucho menor a la observada cuando ambas proteínas están presentes 
[123]. 

Una correlación entre la expresión de la proteína Bcl-2 y p53 en estado no funcional fue 
realizada en células MCF-7 empleando vectores que expresaron la misma mutación que 
sufren las células SK-BR-3 3 p53 mutado; así como en tejidos de carcinomas mamarios, 
lo que sugirió que las células con p53 mutado pueden suplir la función de bcl-2 e incluso 
reprimir la expresión de este gen generando apoptosis en células de cáncer de mama 
[123]. 

Al analizar lo propuesto por Haldar, 1994, y la expresión diferencial observada en los dos 
modelos celulares, se podría de alguna manera pensar que la sobre-expresión de Bcl-2 
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en células MCF-7 podría ser una respuesta cito-protectora contra la inducción de 
apoptosis, la cual es mediada por p53 en este tipo de células; contrario a lo observado en 
las células con estado no funcional de p53 (MDA MB231) donde se presentó una 
disminución en la expresión de Bcl-2. 
 
Basado en esta hipótesis se podría inferir que las células con p53 funcional tratadas con 
Withanólido D activan la expresión de p53 como mecanismo de muerte celular vía 
apoptosis lo cual se correlaciona con lo observado en el ensayo de morfología apoptótica. 
Sin embargo, para aprobar este planteamiento es necesario evaluar la expresión de p53 
en ambos modelos celulares. 
 
Diferentes estrategias terapéuticas se han desarrollado en las últimas décadas con el fin 
de perturbar el sistema Bcl-2 que actúa como guardián intrínseco de la vía apoptótica en 
células tumorales; entre ellas se destacan pequeñas moléculas inhibidoras de Bcl-2 
aisladas de productos naturales como Antimicina y Gossypol la cual está en fase de 
desarrollo preclínico. Esta molécula puede inducir estrés oxidativo en presencia de 
metales como el cobre generando ROS (especies de oxigeno reactivo) lo que conlleva a 
la liberación del citocromo c causando la apoptosis con diversas estructuras químicas que 
tiene alta afinidad [124, 125]. 
Por otro lado, TXNL1 pertenece al grupo II de la familia de proteínas altamente 
conservadas tioredoxinas que son los principales sistemas ditiol-reductores del citosol, 
porque actúan como antioxidantes, protegiendo las proteínas citosólicas del daño inducido 
por especies reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS) y también participan en el 
mantenimiento del balance entre la producción de especies reactivas de oxigeno y 
antioxidantes dentro de las células [126]. 

TXNL1 es metabólicamente estable, ampliamente expresada y presente a nivel 
citoplasmático y nuclear, tiene actividad tioredoxina con un potencial redox aproximado de 
-250mV; y es la última proteína asociada al proteosoma 26 S por medio de la unión 
directa con la subunidad Rpn11 .Este proteosoma es la maquinaría proteolítica que 
degrada la mayoría de las proteínas intracelulares como mecanismo de control celular. 
Igualmente está asociado con otros cofactores entre los que se destacan PA28 y Hsp70 
[127-129]. 

TXNL1 es el primer ejemplo de una conexión directa entre la reducción de proteínas y 
proteólisis, que son dos mecanismos protéicos de control [129]. En reducción de proteínas 
se  ha planteado que TXNL1 está involucrada en la respuesta al estrés inducido por 
privación de glucosa, pues presenta altos niveles de expresión en tejidos que emplean la 
glucosa como fuente primaria de energía, como son el sistema nervioso central y en los 
órganos reproductivos y en la línea celular HEK-293 la privación de glucosa reduce los 
niveles de ARNm y su sobre-expresión protege de la toxicidad inducida por la privación de 
glucosa [130]. Mientras que en proteólisis TXNL1 se ha asociado con la participación 
como sensor de cambios en el estado de oxido-reducción, pues frente a señales de estrés 
oxidativo se une a la quinasa p38MAPK y activa una respuesta de endocitosis mediada 
por GDI:Rab5. 

 

III Grupo de genes reprimidos en MDA MB231 y MCF-7 

CCDC99, C9orf6 y NOL10 
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En este grupo se clasificaron los genes que mostraron un nivel de expresión basal o 
reprimido durante todos los tiempos y concentraciones de Whitanólido D valoradas en los 
dos modelos celulares. 

Los niveles de expresión de los genes CCDC99 y C9orf fueron calculados mediante 2-
∆∆CT mostraron una expresión basal en la mayoría de los tratamientos; sin embargo, a los 
tiempos 4h y 8h, se observó una disminución en la expresión de los genes en las células 
MCF-7 (Figura 12) 
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Figura 12. Grupo de genes reprimidos en las células MDA MB231 y MCF-7. Niveles de 
expresión relativos correspondientes a la media de tres replicas con el error estándar de 
la media vs tratamientos, medidos por RT-PCR en tiempo real. p<0.01*, p<0.001**, y 
p<0.000***, diferencias estadísticamente significativas de menor o mayor grado según el 
valor p para la prueba t-Student 

Para el gen NOL10, la expresión fue basal en la mayoría de los tratamientos, sin embargo 
en dos tiempos se observó un pico de aumento: para las células MCF-7 cumplida la 
primera hora de tratamiento, se observó una expresión que estuvo entre el límite 
establecido por el cálculo de 2-∆∆CT  <2 mientras que para las células MDA MB231 se 
observó una disminución en la expresión. Luego de 8h de tratamiento a 5 µM se observó 
una expresión mayor por 0.5 puntos al umbral en las células MDA MB231, y a 20 µM se 
observó un aumento de 16 veces comparada con la observada en los ADNc de MCF-7. 

Las funciones de los genes C9orf6 y NOL10 no han sido dilucidadas aún. Mientras que el 
gen CCDC99 que codifica para la proteína, también llamada “proteína ahusada” es 
necesaria para la localización de dineína y dinactina en los cinetocoros. La dineína se 
cree que controla inicialmente la interacción entre los microtúbulos del huso y el 
cinetocoro para facilitar su posterior formación y ensamblaje mediado por el complejo 
NDC80. También se requiere para la correcta orientación del huso mitótico, sin embargo, 
esta proteína no es requerida para el desarme de las proteínas del punto de cheque del 
ensamblaje del huso mitótico (SAC) donde se monitorea la unión de los cinetocoros al 
huso y se evita el inicio de la anafase si no se han alineado todos los cromosomas [131, 
132]. 

Esta proteína se localiza en el núcleo en interfase y el cinetocoro en prometafase 
temprana relocalizándose en el huso mitótico antes de la metafase. Luego se disipa 
después de que la segregación de los cromosomas se ha completado [132]. 

 

IV Grupo de genes con expresión fluctuante en MDA MB231 y MCF-7 

ACTB, UBC y DDX-3  

 

En este grupo se ubicaron los genes que mostraron una expresión fluctuante durante 
todos los tiempos evaluados, pasando de un estado de sobre-expresión en un tiempo 
determinado, a una expresión basal o incluso reprimida. 
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Figura 13. Grupo de genes con expresión fluctuante en las células MDA MB231 y MCF-7. 
Niveles de expresión relativos correspondientes a la media de tres replicas con el error 
estándar de la media vs tratamientos, medidos por RT-PCR en tiempo real. p<0.01*, 
p<0.001**, y p<0.000***, diferencias estadísticamente significativas de menor o mayor 
grado según el valor p para la prueba t-Student 

La expresión del gen Beta-actina (ACTB) en las células MDA MB231 mostró dos picos a 
diferentes tiempos: a las 8h de tratamiento se observó un aumento moderado en la 
expresión del gen, mientras que en las células MCF-7 la expresión fue basal; luego de 
esto a las 12h se observó otro aumento siendo en la concentración 1 µM 4.7 veces mayor 
la expresión, y a la segunda concentración 3.5 el nivel de expresión que las observadas 
en MCF-7. 

De igual manera, en la expresión del gen DDX-3, se observó un leve aumento a las 8h de 
tratamiento que fue incrementándose de manera significativa hasta las 12 horas de 
tratamiento en los ADNcs provenientes de células MCF-7 tratadas, con diferentes 
concentraciones de Withanólido D; mientras que la expresión del gen en las células MDA 
MB231, solo se vio aumentada durante las 8h de tratamiento siendo incluso 7 veces 
mayor a la obtenida en las células MCF-7 (Figura 13). 

Finalmente, la expresión del gen UBC fue variable en los dos modelos celulares 
evaluados bajo la mayoría de los tratamientos aumentando y disminuyendo su expresión 
de manera notoria. En el primer tiempo de exposición de 15 minutos, para las células 
MDA MB231 se observó sobre-expresión, mientras que a ese mismo tiempo el nivel de 
expresión en MCF fue basal. Después de ese tiempo se observó un aumento en la 
expresión de MDA MB231 a un periodo de tratamiento de 4h siendo 4.6 veces mayor que 
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las células MCF-7; seguidamente se observó una disminución de la expresión del gen, 
inferior al estado basal de expresión al evaluar withanólido D para ambas líneas celulares. 

En el caso de DDX3, es una helicasa de ARN que presenta el dominio caja-DEAD, tiene 
actividad helicasa y actividad ATPasa y participa en todos los pasos del metabolismo del 
ARN, incluyendo transcripción, procesamiento, transporte y degradación del ARN, 
iniciación de la traducción y biogénesis de ribosomas [133, 134].  

En estudios en líneas celulares derivadas de carcinomas hepato-celulares, se observó 
que DDX-3 reduce la capacidad proliferativa de células tumorales in vitro, al inducir la 
expresión del inhibidor de la progresión en el ciclo celular p21 waf1/cip1. Esta función se 
debe a su unión a los sitios de reconocimiento Sp1 presentes en el promotor del gen 
p21waf1/cip1 y su interacción con el factor de transcripción Sp1. Esta unión es dependiente 
de su actividad ATPasa, pero independiente de su actividad helicasa [135]. 

Igualmente, regula la iniciación de la traducción a través de la formación de un complejo 
con el factor eIF4E, que impide la interacción de este con el complejo eIF4G, encargado 
de reclutar los componentes del complejo de iniciación de la traducción [136]. 

Por su acción como regulador de la transcripción, de la iniciación de la traducción de 
ARNm a proteína y de la capacidad proliferativa de células tumorales, se le considera 
como un posible supresor de tumores [135, 136]. 

Bajo estos supuestos, y con los resultados de expresión obtenidos en las células MDA 
MB231 tratadas con Whitanólido D; se podría plantear que este compuesto aumenta la 
expresión de DDX3 y como consecuencia de esto induce la expresión de p21, que actúa 
como inhibidor en la progresión del ciclo celular lo que conlleva a una muerte celular vía 
apoptótica. Sin embargo, es importante medir el nivel de p21 con el fin de esclarecer si 
existe un mecanismo de muerte celular diferencial entre los dos modelos celulares 
evaluados. 

En general, los resultados derivados de RT-PCR en tiempo real, así como los 
agrupamientos jerárquicos mostraron que bajo las condiciones de tratamiento con 
Withanólido D a diferentes concentraciones evaluadas en el tiempo, se disminuye la 
expresión de los genes que codifican las proteínas involucradas en complejos reguladores 
los cuales están relacionados en los procesos de división celular y el mantenimiento y 
estabilidad del genoma en las células MCF-7, mientras que en las células MDA MB231 
estas proteínas se observaron sobre-expresadas, lo que sugiere que existen diferentes 
mecanismos moleculares de respuesta a este xenobiótico, que se activa diferencialmente 
en los dos modelos células. Esta expresión diferencial fue observada de manera 
temprana. 

Los resultados de expresión para las células MCF-7 son concordantes con los obtenidos 
por Cordero, 2008 al evaluar el Withanólido D durante 4h. Visto de manera global el 
efecto de reducción de la expresión de estas proteínas constituye una amenaza para el 
mantenimiento de la integridad del genoma y para el progreso de la replicación del ADN 
de las células afectadas, lo que se relaciona con un estado de estrés replicativo [43]. 

El estrés replicativo se define como la replicación ineficiente del ADN que causa un 
avance lento o detención de las horquillas de replicación. Puede ser causado por 
depleción de los precursores de dNTPs, cambios en la expresión de proteínas requeridas 
para la  síntesis de dNTPs y del ADN, reducción de la frecuencia de activación de sitios 
de iniciación, re-replicación del ADN por activación en más de una oportunidad de los 
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orígenes de replicación durante la fase S, daños o lesiones en el ADN que bloquean la 
progresión de las horquillas de replicación e inhibición por efecto de fármacos. El estrés 
replicativo también se puede presentar en regiones de difícil acceso en las que las 
estructuras secundarias dificultan el acceso de la maquinaria de replicación [137]. 

Cuando la replicación del ADN es perturbada la célula activa vías de respuesta al estrés, 
que regulan la progresión en el ciclo celular, la transcripción, la apoptosis, la replicación y 
la reparación del ADN y que son importantes para el mantenimiento de la integridad del 
genoma [138]. En la respuesta al estrés replicativo se reduce la velocidad de progresión 
de la horquilla de replicación, para  permitir la reparación del daño y adicionalmente se 
pueden activar la expresión génica, rutas de reparación de ADN y evitar el inicio de la 
mitosis, acciones que colaboran con el mantenimiento de la integridad del genoma [138]. 

Igualmente en un time-course realizado por Taylor y colaboradores, 2010 evaluando 
tamoxifeno sobre estos dos modelos celulares, se observaron cambios en la expresión de 
los genes MCM2, TIAM1, TFF1 IER3 y BIX asociados a procesos en el ciclo celular los 
cuales se expresaron diferencialmente en los primeros dos días de tratamiento. Estos 
cambios estuvieron relacionados con la condición funcional de receptor de estrógeno lo 
cual es un factor importante en la respuesta a terapia endocrina en tumores mamarios. 
Estos resultados son determinantes para identificar, de los genes evaluados el potencial 
predictivo como marcadores observando la dinámica de expresión en respuesta a terapia 
antitumoral [139]. 

Por otro lado, en el grupo de los genes cuya expresión fue aumentada de manera 
continua por el tratamiento con Withanólido D en los dos modelos celulares se 
encontraron proteínas de choque térmico inducibles. Se detectó la sobre-expresión de los 
genes que codifican para las isoformas inducibles de proteínas de choque térmico: HDJ-
1/Hsp40, Hsp70-1. Estas proteínas hacen parte de la respuesta celular de cito protección 
ante el estrés inducido por diversos factores externos siendo una respuesta altamente 
conservada que se activa para evitar el daño celular, activar procesos de reparación del 
ADN y bloquear la activación de apoptosis [117]. 

En respuesta a este estrés se puede inducir la activación de rutas de reparación del ADN 
y se puede activar la respuesta de cito-protección mediada por proteínas de choque 
térmico. Dado que además se vio interferencia del Withanólido D con la activación de 
rutas de reparación de ADN y la posterior reorganización de la cromatina y la segregación 
de los cromosomas, es posible plantear que se genera un estrés replicativo y un daño que 
la célula, a pesar de activar sus mecanismos de defensa, no logra contrarrestar y por esto 
el resultado observado es la muerte celular. 

 

4.3.2. Minería de datos en cáncer de mama 
 

Con los resultados moleculares obtenidos en este trabajo se realizó minería de datos con 
el fin de encontrar estudios que evalúen estos genes (muchos de ellos poco estudiados), 
o los correlacionen con posibles bio-marcadores o blancos terapéuticos que ayuden a la 
detección, prognosis y tratamiento en cáncer de mama. 

Igualmente a nivel proteico, con el fin de realizar una exploración más profunda de las 
funciones e interacciones de las proteínas codificadas por los genes estudiados, se 
buscaron los sinónimos de los genes en las bases de datos del Centro Nacional para la 



62 
 

Información en Biotecnología de los Estados Unidos de América NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) y del Instituto Bioinformático Europeo EMBL-
EMI http://www.ebi.ac.uk/. La información obtenida se presenta en la tabla 10. 

Tabla 10. Resultados de la búsqueda de sinónimos en bases de datos de los genes 
evaluados.  

Genes Sinónimos 

Hsp70-1b HSPA1A; HSP70-2; FLJ54328; HSPA1B 

HDJ-
1/Hsp40 

Hdj1; Sis1; HSPF1; Hsp40; RSPH16B; DNAJB1 

HSP90AA1 HSPN; LAP2; HSP86; HSPC1; HSPCA; Hsp89; Hsp90; HSP89A; 
HSP90A; 
HSP90N; HSPCAL1; HSPCAL4; FLJ31884. 

TXNL1 Txl; TXNL; TRP32; TXL-1. 

RMI-1 BLAP75; C9orf76; FLJ12888; RP11-346I8.1. 

SMC4L1 CAPC; SMC4L1; hCAP-C; SMC4 

DDX-3 DBX; HLP2; DDX3X 

Bcl-2 BCL2 

CCDC99 FLJ20364; FLJ40690 

C9orf6 CG-8; FLJ20457; 

Pb1 BAF180; MGC156155; MGC156156; PBRM1 

ACTB PS1TP5BP1 

UBC HMG20 

NOL10 PQBP5; FLJ13938; FLJ14075 

 

Uno de los estudios encontrados por medio de herramientas bio-informáticas fue el 
desarrollado por van de Vijver et al.; 2002, hasta ahora el estudio más robusto que abarca 
los principales factores pronósticos en cáncer de mama como son la edad, el tamaño del 
tumor, el estado de los ganglios linfáticos auxiliares, el tipo histológico del tumor, el grado 
patológico y el estado del receptor de estrógeno (ER), en 295 pacientes con diferentes 
tipos de cáncer de mama.  

Empleando la tecnología de micro-arreglos de ADNc se identificaron distintos patrones de 
expresión génica de tumores que estuvieron relacionados con el BCRA1 y BRCA2. Dentro 
de estos, por su expresión diferencial, 70 genes fueron asociados con el riesgo a la 
enfermedad en etapas tempranas y metástasis, siendo esta metodología una herramienta 
poderosa para pronosticar el desarrollo y la evolución de la enfermedad en pacientes 
jóvenes con cáncer de mama, que tiene su diagnóstico basado solamente en estudios 
clínicos y criterios histológicos [140]. 

Entre estos genes cabe resaltar la presencia de algunos evaluados en este trabajo como 
las proteínas de choque térmico Hsp70-1, HDJ-1/Hsp40 y de los genes DDX-3, CCDC99, 
C9orf6 y Bcl-2, los cuales han sido postulados como dianas terapéuticas en tratamientos 
para el cáncer de mama  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/
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4.4. Análisis proteico 
 

4.4.1. Detección de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 por Inmonocitoquímica 
(ICQ) 

 
La expresión de la oncoproteína Bcl-2 se analizó semi-cuantitativamente multiplicando la 
intensidad del marcaje por la proporción de células tumorales positivas. La intensidad del 
marcaje citoplasmático y/o membranal de la proteína obtenida de cada tratamiento fue 
clasificada en tres grados: 1, 2 y 3, considerando los grados 2 y 3 como expresiones 
positivas para Bcl-2 ICQ (Figura 14, Tabla 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Expresión de la oncoproteína Bcl-2 a nivel citoplasmático sobre las células 
MCF-7 bajo diferentes concentraciones y tiempos de tratamiento. a- Marcaje moderado. 
b- Marcaje débil o leve. c- Marcaje no apreciable. d- Células tratadas con DMSO al 2%. e- 
Control negativo de marcaje. 
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Los resultados obtenidos por ICQ fueron graficados en la figura 14 donde se observó que 
después de 1h de someter las células a diferentes concentraciones de withanólido D, una 
reacción inmunopositiva de intensidad moderada (marcaje color café, tipo granular, 
distribuido en el citoplasma) en células MCF-7. 

Esta condición se mantuvo, pero no de manera homogénea durante las 4 horas 
siguientes; en este tiempo se observaron células con marcaje moderado, leve y no 
marcadas (Tabla 11). Después de este tiempo la inmunotinción para Bcl-2 se observó 
cada vez más débil o de baja intensidad, disminuyendo paulatinamente hasta completar 
24 horas de tratamiento. En este último periodo de valoración, los ensayos de 
inmunocitoquímica mostraron un bajo número de células adheridas en la cámara después 
de los respectivos tratamientos, debido a un desprendimiento de las células, por lo tanto 
esos resultados no fueron analizados (Figura 14 y Tabla 11) 

En las células no tratadas, la ICQ no reveló inmunorreacción, así como las células 
empleadas en el control negativo, las cuales no fueron incubadas con el anticuerpo anti-
Bcl-2, sino sólo con suero no inmune.  

Aunque la ICQ fue realizada en las dos líneas celulares, el número de células MDA 
MB231 fijadas fue muy poco después de someterlas al procedimiento de tinción. Algunas 
variables como la duración de la fijación, los lavados y las características intrínsecas de 
las células pudieron influir en este resultado. Es por ello que algunos investigadores 
sugieren tratar previamente las láminas con polilisina para garantizar una mejor 
adherencia antes del proceso de fijación [141]. 

Tabla 11. Porcentaje de células marcadas para Bcl-2 detectadas por ICQ después de 
evaluar diferentes tratamientos con Withanólido D.  

    Intensidad de marcaje 

Tiempo 
Withanólido 

D 
Leve  

 
Moderado 

(horas) (uM) %   % 

1 

1 57a ± 2.31b 
 

5 ± 0.51 

5 41 ± 2.34 
 

7 ± 1.41 

10 45 ± 1.54   5 ± 1.33 

4 

1 36 ± 0.2 
 

5 ± 0.51 

5 33 ± 1.53 
 

6 ± 1.45 

10 26 ± 3   3 ± 0.24 

8 
1 20 ± 2.83 

    
5 11 ± 1         

a Media de tres determinaciones  b ± una desviación estándar 
 

Los resultados de detección de la oncoproteína Bcl-2 mediante ICQ fueron relacionados 
con lo obtenidos al evaluar la expresión del gen por PCR en tiempo real, encontrando una 
concordancia entre la intensidad del marcaje y la sobre-expresión del gen en los tiempos 
de tratamiento 4 y 8 horas lo que valida los cambios observados a nivel transcriptómico 
para este gen (Figura 7 y 11). 
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Cabe resaltar que el análisis de la expresión génica se realizó sobre el ARN total de cada 
muestra (aprox 106 células/ pozo) y la expresión observada corresponde a la totalidad de 
ARN mensajero en este caso para el gen Bcl-2. A diferencia de la técnica de marcaje por 
inmunocitoquímica de la proteína Bcl-2, la cual se realizó sobre un número pequeño de 
células que se fijaron satisfactoriamente a la cámara. Así que la expresión de la proteína 
es concordante con la expresión del gen, sin embargo los resultados cuantificables no se 
correlacionan debido a que provienen de un número poblacional diferente. 

Además aunque esta técnica es muy útil para la detección de proteínas; la fidelidad 
depende de la experticia y los parámetros de marcaje positivo que determine el 
investigador, debido a que la semi-cuantificación se limita a evaluar las reacciones 
positivas frente a negativas o de muy débil inmunoreacción, lo cual no es suficientemente 
para cuantificar patrones intermedios de tinción.[141]. Por ello es importante valorar otras 
técnicas con el fin de validar diferentes resultados obtenidos en análisis de expresión. 
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5. CONCLUSIONES 
 

Mediante la valoración de citotoxicidad in vitro en células tumorales de mama se observó 
el efecto citotóxico de Withanólido D, un compuesto de origen natural que causa muerte 
celular a concentraciones en el orden de micromolar, lo que sugiere que Withanólido D 
pueda ser considerado un compuesto candidato para ser estudiado como un nuevo 
fármaco contra el cáncer. 

Bajo las condiciones de tratamiento empleadas para el análisis de cambios 
transcripcionales en la morfología de las células MDA MB231 y MCF-7, se observaron 
cambios indicativos de muerte por apoptosis; sin embargo, se necesita el desarrollo de 
otras metodologías que apoyen los resultados obtenidos. 

Al estudiar el cambio a nivel transcriptómico inducido por Withanólido D mediante un 
seguimiento en el tiempo detectado por medio de RT-PCR en tiempo real, y apoyados en 
el análisis bio-informático, se observaron cuatro patrones de expresión relacionados con 
las respuestas tempranas, continuas, transitorias y tardías de los genes en estudio: se 
observó que a tiempos tempranos, Withanólido D reduce la expresión de genes que 
regulan procesos relacionados con la replicación del ADN genómico y el control de la 
división celular; de manera continua, aumenta la expresión de genes involucrados en 
mecanismos moleculares de cito-protección frente al daño celular causado por 
xenobióticos, y de manera tardía la expresión de genes aún con función desconocida. 

Se observaron cambios diferenciales en la expresión a nivel transcriptómico en las líneas 
celulares MCF-7 y MDA-MB231, derivadas de tumores mamarios con diferente estatus del 
receptor de estrógeno y estado de p53. Esta respuesta diferencial sugiere la activación de 
distintos mecanismos de defensa mediados por el fenotipo celular.  

Los cambios de expresión diferencial de los genes sugieren que el Withanólido D puede 
causar daño en el ADN, lo que puede inducir la activación de diferentes rutas de 
reparación del ADN y activar la respuesta de cito-protección mediada por proteínas de 
choque térmico. Dado que además se vio interferencia del Withanólido D con la activación 
de rutas de reparación de ADN y la posterior reorganización de la cromatina y la 
segregación de los cromosomas, es posible plantear que se genera un estrés replicativo y 
un daño que la célula no logra contrarrestar, a pesar de desencadenar y activar 
mecanismos de defensa, dando como resultado la muerte celular. 
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6. RECOMENDACIONES 
 

Complementar el estudio sobre muerte celular por vías apoptóticas y no apoptóticas 
mediante el estudio de la activación de las caspasas involucradas en apoptosis, así como 
marcadores implicados en necrosis asociados con hipoxia, inhibición de la fosforilación 
oxidativa o enzimas a nivel de ciclo de krebs, para establecer la forma en que inicia el 
proceso de estrés celular. 

Evaluar los genes p53 y p21 como posibles genes involucrados en la respuesta de muerte 
celular por vía apoptótica, para esclarecer los planteamientos acerca de la muerte celular 
por  mecanismos diferenciales en los modelos celulares evaluados 

Complementar los resultados obtenidos en este estudio con inmunocitoquímica 
empleando otra técnica de fijación que permita observar cambios de expresión a nivel de 
proteínas que pueden ser correlacionados con los observados a nivel transcriptómico para 
las células MDA MB23. 

Evaluar a nivel de proteínas la expresión de los demás genes estudiados en este trabajo, 
mediante técnicas de ICQ, western blot o similar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



68 
 

7. BIBLIOGRAFÍA 
  
1. Harvey, A.L., Medicines from nature: are natural products still relevant to drug 
discovery? Trends Pharmacol Sci, 1999. 20(5): p. 196-8. 

2. Cordell, G.A., Biodiversity and drug discovery--a symbiotic relationship. 
Phytochemistry, 2000. 55(6): p. 463-80. 

3. Bugelski, P.J., et al., A strategy for primary high throughput cytotoxicity screening 
in pharmaceutical toxicology. Pharm Res, 2000. 17(10): p. 1265-72. 

4. Collins, I. and P. Workman, New approaches to molecular cancer therapeutics. Nat 
Chem Biol, 2006. 2(12): p. 689-700. 

5. Koehn, F.E., High impact technologies for natural products screening. Prog Drug 
Res, 2008. 65: p. 175, 177-210. 

6. Gray, N.S., Drug discovery through industry-academic partnerships. Nat Chem 
Biol, 2006. 2(12): p. 649-53. 

7. Hanahan, D. and R.A. Weinberg, The hallmarks of cancer. Cell, 2000. 100(1): p. 
57-70. 

8. Deorukhkar, A., et al., Back to basics: how natural products can provide the basis 
for new therapeutics. Expert Opin Investig Drugs, 2007. 16(11): p. 1753-73. 

9. Knudson, A.G., Two genetic hits (more or less) to cancer. Nat Rev Cancer, 2001. 
1(2): p. 157-62. 

10. Trosko, J.E., et al., Ignored hallmarks of carcinogenesis: stem cells and cell-cell 
communication. Ann N Y Acad Sci, 2004. 1028: p. 192-201. 

11. Donnelly, J.G., Pharmacogenetics in cancer chemotherapy - Balancing toxicity and 
response. Therapeutic Drug Monitoring, 2004. 26(2): p. 231-235. 

12. Gibbs, J.B., Mechanism-based target identification and drug discovery in cancer 
research. Science, 2000. 287(5460): p. 1969-73. 

13. Nam, N.H. and K. Parang, Current targets for anticancer drug discovery. Curr Drug 
Targets, 2003. 4(2): p. 159-79. 

14. Newman, D.J. and G.M. Cragg, Natural products as sources of new drugs over the 
last 25 years. J Nat Prod, 2007. 70(3): p. 461-77. 

15. Marchini, S., et al., Molecular characterisation of two human cancer cell lines 
selected in vitro for their chemotherapeutic drug resistance to ET-743. Eur J Cancer, 2005. 
41(2): p. 323-33. 

16. Mann, J., Natural products in cancer chemotherapy: past, present and future. Nat 
Rev Cancer, 2002. 2(2): p. 143-8. 

17. Bailly, C., Ready for a comeback of natural products in oncology. Biochem 
Pharmacol, 2009. 77(9): p. 1447-57. 



69 
 

18. Cragg, G.M. and D.J. Newman, Plants as a source of anti-cancer agents. J 
Ethnopharmacol, 2005. 100(1-2): p. 72-9. 

19. da Rocha, A., R. Lopes, and G. Schwartsmann, Natural products in anticancer 
therapy. Current Opinion in Pharmacology, 2001. 1(4): p. 364-369. 

20. Minguzzi, S., et al., Cytotoxic withanolides from Acnistus arborescens. 
Phytochemistry, 2002. 59(6): p. 635-641. 

21. Lavie, D., I. Kirson, and E. Glotter, Constituents of Whitania somnifera part X. The 
structure of withanolide D. Israel. J. chem., 1968. 5(6): p. 671-678. 

22. Raffauf, R., M. Shemluck, and P. Le Quesne, The Withanolides of Iochroma 
fuchsioides. Journal of Natural Products, 1991. 54(6): p. 1601-1606. 

23. Gu, J.Q., et al., Minor withanolides from Physalis philadelphica: structures, quinone 
reductase induction activities, and liquid chromatography (LC)-MS-MS investigation as 
artifacts. Chem Pharm Bull (Tokyo), 2003. 51(5): p. 530-9. 

24. Habtemariam, S., A. Gray, and P. Waterman, 16-Oxygenated withanolides from the 
leaves of Discopodium penninervium. Phytochemistry, 1993. 34: p. 807-811. 

25. Kuboyama, T., C. Tohda, and K. Komatsu, Neuritic regeneration and synaptic 
reconstruction induced by withanolide A. Br J Pharmacol, 2005. 144(7): p. 961-71. 

26. Chatterjee, S. and S.K. Chakraborti, Antimicrobial activities of some antineoplastic 
and other withanolides. Antonie Van Leeuwenhoek, 1980. 46(1): p. 59-63. 

27. Su, B.N., et al., Activity-guided isolation of novel norwithanolides from 
depreasubtriflora with potential cancer chemopreventive activity. J Org Chem, 2003. 68(6): 
p. 2350-61. 

28. Choudhary, M.I., et al., Cholinesterase inhibiting withanolides from Withania 
somnifera. Chem Pharm Bull (Tokyo), 2004. 52(11): p. 1358-61. 

29. Kinghorn, A.D., et al., Natural inhibitors of carcinogenesis. Planta Med, 2004. 70(8): 
p. 691-705. 

30. Misico, R.I., et al., Induction of quinone reductase by withanolides. J Nat Prod, 
2002. 65(5): p. 677-80. 

31. Kupchan, S.M., et al., The isolation and structural elucidation of a novel steroidal 
tumor inhibitor from Acnistus arborescens. J Am Chem Soc, 1965. 87(24): p. 5805-6. 

32. Kupchan, S.M., et al., Tumor inhibitors. XXXIX. Active principles of Acnistus 
arborescens. Isolation and structural and spectral studies of withaferin A and withacnistin. 
J Org Chem, 1969. 34(12): p. 3858-66. 

33. Cordero, C.P., et al., Cytotoxicity of withanolides isolated from Acnistus 
arborescens. Fitoterapia, 2009. 80(6): p. 364-368. 

34. Veras, M.L., et al., Cytotoxic epimeric withaphysalins from leaves of Acnistus 
arborescens. Planta Med, 2004. 70(6): p. 551-5. 



70 
 

35. Chen, W.Y., et al., Tubocapsenolide A, a novel withanolide, inhibits proliferation 
and induces apoptosis in MDA-MB-231 cells by thiol oxidation of heat shock proteins. J 
Biol Chem, 2008. 283(25): p. 17184-93. 

36. Bargagna-Mohan, P., P.P. Ravindranath, and R. Mohan, Small molecule anti-
angiogenic probes of the ubiquitin proteasome pathway: Potential application to choroidal 
neovascularization. Investigative Ophthalmology & Visual Science, 2006. 47(9): p. 4138-
4145. 

37. Mohan, R., et al., Withaferin A is a potent inhibitor of angiogenesis. Angiogenesis, 
2004. 7(2): p. 115-22. 

38. Jayaprakasam, B., et al., Growth inhibition of human tumor cell lines by 
withanolides from Withania somnifera leaves. Life Sci, 2003. 74(1): p. 125-32. 

39. Ichikawa, H., et al., Withanolides potentiate apoptosis, inhibit invasion, and abolish 
osteoclastogenesis through suppression of nuclear factor-kappaB (NF-kappaB) activation 
and NF-kappaB-regulated gene expression. Mol Cancer Ther, 2006. 5(6): p. 1434-45. 

40. Senthil, V., et al., Withanolide induces apoptosis in HL-60 leukemia cells via 
mitochondria mediated cytochrome c release and caspase activation. Chem Biol Interact, 
2007. 167(1): p. 19-30. 

41. Malik, F., et al., Reactive oxygen species generation and mitochondrial dysfunction 
in the apoptotic cell death of human myeloid leukemia HL-60 cells by a dietary compound 
withaferin A with concomitant protection by N-acetyl cysteine. Apoptosis, 2007. 12(11): p. 
2115-2133. 

42. Choi, J.K., et al., Ixocarpalactone A isolated from the Mexican tomatillo shows 
potent antiproliferative and apoptotic activity in colon cancer cells. Febs J, 2006. 273(24): 
p. 5714-23. 

43. Cordero, C.P., Estudio de expresión diferencial por análisis de RNA mensajero, 
como aproximación al conocimiento de mecanismos de citotoxicidad in Derpatamento de 
Farmacia. 2008, Universidad Nacional de Colombia: Bogotá. p. 134. 

44. Scherf, U., et al., A gene expression database for the molecular pharmacology of 
cancer. Nat Genet, 2000. 24(3): p. 236-44. 

45. Toomey, D., et al., Genomes2Drugs: identifies target proteins and lead drugs from 
proteome data. PLoS One, 2009. 4(7): p. e6195. 

46. Takimoto, C.H., Anticancer drug development at the US National Cancer Institute. 
Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 2003. 52: p. S29-S33. 

47. van Wijngaarden, J., et al., Identification of differentially expressed genes in a renal 
cell carcinoma tumor model after endostatin-treatment. Laboratory Investigation, 2004. 
84(11): p. 1472-1483. 

48. O'Reilly, M.S., et al., Angiostatin: a novel angiogenesis inhibitor that mediates the 
suppression of metastases by a Lewis lung carcinoma. Cell, 1994. 79(2): p. 315-28. 

49. Lu, X., et al., Transcriptional signature of flavopiridol-induced tumor cell death. Mol 
Cancer Ther, 2004. 3(7): p. 861-72. 



71 
 

50. Luparello, C. and R. Sirchia, Type V collagen regulates the expression of apoptotic 
and stress response genes by breast cancer cells. J Cell Physiol, 2005. 202(2): p. 411-21. 

51. Yoo, G.H., et al., Docetaxel induced gene expression patterns in head and neck 
squamous cell carcinoma using cDNA microarray and PowerBlot. Clinical Cancer 
Research, 2002. 8(12): p. 3910-3921. 

52. Hwang, P.M., et al., Ferredoxin reductase affects p53-dependent, 5-fluorouracil-
induced apoptosis in colorectal cancer cells. Nature Medicine, 2001. 7(10): p. 1111-1117. 

53. Fukusaki, E., et al., Identification of genes induced by taxol application using a 
combination of differential display RT-PCR and DNA microarray analysis. Z Naturforsch C, 
2001. 56(9-10): p. 814-9. 

54. Kudoh, K., et al., Monitoring the expression profiles of doxorubicin-induced and 
doxorubicin-resistant cancer cells by cDNA microarray. Cancer Res, 2000. 60(15): p. 
4161-6. 

55. Skrzypski, M., Quantitative reverse transcriptase real-time polymerase chain 
reaction (qRT-PCR) in translational oncology: Lung cancer perspective. Lung Cancer, 
2008. 59(2): p. 147-154. 

56. Koike Folgueira, M.A., et al., Gene expression profile of residual breast cancer after 
doxorubicin and cyclophosphamide neoadjuvant chemotherapy. Oncol Rep, 2009. 22(4): 
p. 805-13. 

57. Tewari, M., A. Krishnamurthy, and H.S. Shukla, Predictive markers of response to 
neoadjuvant chemotherapy in breast cancer. Surg Oncol, 2008. 17(4): p. 301-11. 

58. Gillet, J.P., et al., Microarray-based detection of multidrug resistance in human 
tumor cells by expression profiling of ATP-binding cassette transporter genes. Cancer 
Res, 2004. 64(24): p. 8987-93. 

59. Hernandez-Vargas, H., et al., Gene expression profiling of breast cancer cells in 
response to gemcitabine: NF-kappaB pathway activation as a potential mechanism of 
resistance. Breast Cancer Res Treat, 2007. 102(2): p. 157-72. 

60. Kubista, M., et al., The real-time polymerase chain reaction. Mol Aspects Med, 
2006. 27(2-3): p. 95-125. 

61. Chari, R., et al., A sequence-based approach to identify reference genes for gene 
expression analysis. BMC Med Genomics. 3: p. 32. 

62. Mocellin, S., et al., Quantitative real-time PCR: a powerful ally in cancer research. 
Trends Mol Med, 2003. 9(5): p. 189-95. 

63. Bartlett, J.M.S., Approaches to the analysis of gene expression using mRNA - A 
technical overview. Molecular Biotechnology, 2002. 21(2): p. 149-160. 

64. Frederick M. Ausubel, R.B., Robert E. Kingston, David D. Moore, J.G. Seidman, 
John A. Smith,  and K. Struhl, In situ Hybridization and Immunohistochemistry, in Current 
Protocols in Molecular Biology. 2003, John Wiley & Sons, Inc: USA. p. 2114. 



72 
 

65. Nadji, M., Quantitative immunohistochemistry of estrogen receptor in breast 
cancer: "much ado about nothing!" Appl Immunohistochem Mol Morphol, 2008. 16(2): p. 
105-7. 

66. Werner, M., et al., Effect of formalin tissue fixation and processing on 
immunohistochemistry. Am J Surg Pathol, 2000. 24(7): p. 1016-9. 

67. Benoy, I.H., et al., Real-time RT-PCR correlates with immunocytochemistry for the 
detection of disseminated epithelial cells in bone marrow aspirates of patients with breast 
cancer. Br J Cancer, 2004. 91(10): p. 1813-20. 

68. Yeh, I.T. and C. Mies, Application of immunohistochemistry to breast lesions. Arch 
Pathol Lab Med, 2008. 132(3): p. 349-58. 

69. Jiro Ogino, H.A., Shinji Sakurai, Yoshihiro Matsuno, Naoyuki Miyokawa,, Y.F. 
Katsushige Yamashiro, Shunji Muraoka, Yasuyuki Iwaki, Nobuo Kondo and, and T. 
Hasegawa, Use of tissue microarrays and immunohistochemistry to standardize the 
diagnosis of gastrointestinal stromal tumors. Pathology International, 2010. 
doi:10.1111/j.1440-1827. 

70. Howe, M.C., et al., Neuroendocrine differentiation in non-small cell lung cancer and 
its relation to prognosis and therapy. Histopathology, 2005. 46(2): p. 195-201. 

71. Tang, P., K.A. Skinner, and D.G. Hicks, Molecular classification of breast 
carcinomas by immunohistochemical analysis: are we ready? Diagn Mol Pathol, 2009. 
18(3): p. 125-32. 

72. Mosca, E., et al., Identification of functionally related genes using data mining and 
data integration: a breast cancer case study. BMC Bioinformatics, 2009. 10 Suppl 12: p. 
S8. 

73. Manning, A.T., et al., Molecular profiling techniques and bioinformatics in cancer 
research. Ejso, 2007. 33(3): p. 255-265. 

74. Ananiadou, S., D.B. Kell, and J. Tsujii, Text mining and its potential applications in 
systems biology. Trends in Biotechnology, 2006. 24(12): p. 571-579. 

75. Yang, Y.L., S.J. Adelstein, and A.I. Kassis, Target discovery from data mining 
approaches. Drug Discovery Today, 2009. 14(3-4): p. 147-154. 

76. Bamshad, M., et al., Mutations in human TBX3 alter limb, apocrine and genital 
development in ulnar-mammary syndrome. Nat Genet, 1997. 16(3): p. 311-5. 

77. Lewis, M.T., Hedgehog signaling in mouse mammary gland development and 
neoplasia. J Mammary Gland Biol Neoplasia, 2001. 6(1): p. 53-66. 

78. Mehra, R., et al., Identification of GATA3 as a breast cancer prognostic marker by 
global gene expression meta-analysis. Cancer Res, 2005. 65(24): p. 11259-64. 

79. Pospisil, P., et al., Computational modeling and experimental evaluation of a novel 
prodrug for targeting the extracellular space of prostate tumors. Cancer Res, 2007. 67(5): 
p. 2197-205. 



73 
 

80. Krallinger, M., R.A.A. Erhardt, and A. Valencia, Text mining approaches in 
molecular biology and biomedicine. Drug Discovery Today, 2005. 10(6): p. 439-445. 

81. Koutsilieris, M., et al., Chemotherapy cytotoxicity of human MCF-7 and MDA-MB 
231 breast cancer cells is altered by osteoblast-derived growth factors. Mol Med, 1999. 
5(2): p. 86-97. 

82. Freshney, I., Culture of animal cells: a manual of basic techniques. 4 Ed ed. 2000, 
New York: John and Wiley & Sons Icn. 580. 

83. Escobar, L. and F. Aristizábal, Aplicación de un método fluorométrico para evaluar 
la proliferación celular en líneas celulares tumorales Vitae, 2010. 17(2): p. 173-180. 

84. Cordero, C.P. and F.A. Aristizabal, Evaluación preliminar in vitro de citotoxicidad 
de extractos vegetales sobre líneas derivadas de tumores humanos, empleando dos 
métodos colorimétricos. Revista Colombiana de Biotecnología, 2002. 4: p. 100-106. 

85. Escobar, L., A. Rivera., and F. Aristizábal., Estudio comparativo de los métodos de 
resazurina y MTT en estudios de citotoxicidad en líneas celulares tumorales humanas. 
Vitae, 2010. 17(1): p. 67-74. 

86. Yeung, T.K., et al., The mode of action of taxol: apoptosis at low concentration and 
necrosis at high concentration. Biochem Biophys Res Commun, 1999. 263(2): p. 398-404. 

87. C.J., L., et al., Caracterización del perfil de sensibilidad de un panel de líneas 
celulares para valoración de citotoxicidad in vitro. Biomédica, 2006. 26: p. 161-168. 

88. Sambrook, J. and D. Russell, Molecular Cloning: A Laboratory manual. Third 
Edition ed. 2001, New York: CSHL Press. 2344. 

89. Livak KJ, S.D., Analysis of relative gene expression data using real-time 
quantitative PCR and the 2-ΔΔCT method. Methods, 2001(25): p. 402–8. 

90. Hsieh, P.W., et al., Cytotoxic withanolides from Tubocapsicum anomalum. J Nat 
Prod, 2007. 70(5): p. 747-53. 

91. Roumy, V., et al., Antifungal and cytotoxic activity of withanolides from Acnistus 
arborescens. J Nat Prod. 73(7): p. 1313-7. 

92. Kang, M.H. and C.P. Reynolds, Bcl-2 inhibitors: targeting mitochondrial apoptotic 
pathways in cancer therapy. Clin Cancer Res, 2009. 15(4): p. 1126-32. 

93. Perego, P., et al., Role of apoptosis and apoptosis-related proteins in the cisplatin-
resistant phenotype of human tumor cell lines. Apoptosis, 1997. 2(6): p. 540-8. 

94. Yoshino, T., et al., Bcl-2 expression as a predictive marker of hormone-refractory 
prostate cancer treated with taxane-based chemotherapy. Clin Cancer Res, 2006. 12(20 
Pt 1): p. 6116-24. 

95. Reed, J.C., Bcl-2-family proteins and hematologic malignancies: history and future 
prospects. Blood, 2008. 111(7): p. 3322-30. 



74 
 

96. Samadi, A.K., et al., Withaferin A, a cytotoxic steroid from Vassobia breviflora, 
induces apoptosis in human head and neck squamous cell carcinoma. J Nat Prod. 73(9): 
p. 1476-81. 

97. Lockshin, R.A. and Z. Zakeri, Programmed cell death and apoptosis: origins of the 
theory. Nat Rev Mol Cell Biol, 2001. 2(7): p. 545-50. 

98. Fink, S.L. and B.T. Cookson, Apoptosis, pyroptosis, and necrosis: mechanistic 
description of dead and dying eukaryotic cells. Infect Immun, 2005. 73(4): p. 1907-16. 

99. Majno, G. and I. Joris, Apoptosis, oncosis, and necrosis. An overview of cell death. 
Am J Pathol, 1995. 146(1): p. 3-15. 

100. Levin, S., Apoptosis, necrosis, or oncosis: what is your diagnosis? A report from 
the Cell Death Nomenclature Committee of the Society of Toxicologic Pathologists. Toxicol 
Sci, 1998. 41(2): p. 155-6. 

101. Bursch, W., et al., Autophagic and apoptotic types of programmed cell death exhibit 
different fates of cytoskeletal filaments. J Cell Sci, 2000. 113 ( Pt 7): p. 1189-98. 

102. Creagh, E.M., H. Conroy, and S.J. Martin, Caspase-activation pathways in 
apoptosis and immunity. Immunol Rev, 2003. 193: p. 10-21. 

103. Kiang, J.G. and G.C. Tsokos, Heat shock protein 70 kDa: molecular biology, 
biochemistry, and physiology. Pharmacol Ther, 1998. 80(2): p. 183-201. 

104. Xanthoudakis, S. and D.W. Nicholson, Heat-shock proteins as death determinants. 
Nat Cell Biol, 2000. 2(9): p. E163-5. 

105. Morimoto, R.I., Regulation of the heat shock transcriptional response: cross talk 
between a family of heat shock factors, molecular chaperones, and negative regulators. 
Genes Dev, 1998. 12(24): p. 3788-96. 

106. Fan, C.Y., S. Lee, and D.M. Cyr, Mechanisms for regulation of Hsp70 function by 
Hsp40. Cell Stress Chaperones, 2003. 8(4): p. 309-16. 

107. Daugaard, M., M. Rohde, and M. Jaattela, The heat shock protein 70 family: Highly 
homologous proteins with overlapping and distinct functions. FEBS Lett, 2007. 581(19): p. 
3702-10. 

108. Nylandsted, J., et al., Selective depletion of heat shock protein 70 (Hsp70) 
activates a tumor-specific death program that is independent of caspases and bypasses 
Bcl-2. Proc Natl Acad Sci U S A, 2000. 97(14): p. 7871-6. 

109. Cobb, J.A. and L. Bjergbaek, RecQ helicases: lessons from model organisms. 
Nucleic Acids Res, 2006. 34(15): p. 4106-14. 

110. Monnat, R.J., Jr., Human RECQ helicases: Roles in DNA metabolism, mutagenesis 
and cancer biology. Semin Cancer Biol. 

111. Takemoto, A., et al., Cell cycle-dependent phosphorylation, nuclear localization, 
and activation of human condensin. J Biol Chem, 2004. 279(6): p. 4551-9. 



75 
 

112. Fukui, K. and S. Uchiyama, Chromosome protein framework from proteome 
analysis of isolated human metaphase chromosomes. Chem Rec, 2007. 7(4): p. 230-7. 

113. Blank, M., et al., Condensin I recruitment and uneven chromatin condensation 
precede mitotic cell death in response to DNA damage. J Cell Biol, 2006. 174(2): p. 195-
206. 

114. Thompson, M., Polybromo-1: the chromatin targeting subunit of the PBAF complex. 
Biochimie, 2009. 91(3): p. 309-19. 

115. Xia, W., et al., BAF180 is a critical regulator of p21 induction and a tumor 
suppressor mutated in breast cancer. Cancer Res, 2008. 68(6): p. 1667-74. 

116. Li, Y., et al., Induction of apoptosis in breast cancer cells MDA-MB-231 by 
genistein. Oncogene, 1999. 18(20): p. 3166-72. 

117. Beere, H.M., "The stress of dying": the role of heat shock proteins in the regulation 
of apoptosis. J Cell Sci, 2004. 117(Pt 13): p. 2641-51. 

118. Fortugno, P., et al., Regulation of survivin function by Hsp90. Proc Natl Acad Sci U 
S A, 2003. 100(24): p. 13791-6. 

119. Prodromou, C. and L.H. Pearl, Structure and functional relationships of Hsp90. 
Curr Cancer Drug Targets, 2003. 3(5): p. 301-23. 

120. Didelot, C., et al., Anti-cancer therapeutic approaches based on intracellular and 
extracellular heat shock proteins. Curr Med Chem, 2007. 14(27): p. 2839-47. 

121. Zou, H., et al., An APAF-1.cytochrome c multimeric complex is a functional 
apoptosome that activates procaspase-9. J Biol Chem, 1999. 274(17): p. 11549-56. 

122. Acehan, D., et al., Three-dimensional structure of the apoptosome: implications for 
assembly, procaspase-9 binding, and activation. Mol Cell, 2002. 9(2): p. 423-32. 

123. Haldar, S., et al., Down-regulation of bcl-2 by p53 in breast cancer cells. Cancer 
Res, 1994. 54(8): p. 2095-7. 

124. Balakrishnan, K., et al., Gossypol, a BH3 mimetic, induces apoptosis in chronic 
lymphocytic leukemia cells. Blood, 2008. 112(5): p. 1971-80. 

125. Azmi, A.S. and R.M. Mohammad, Non-peptidic small molecule inhibitors against 
Bcl-2 for cancer therapy. J Cell Physiol, 2009. 218(1): p. 13-21. 

126. Jin, J., et al., Crystal structure of the catalytic domain of a human thioredoxin-like 
protein. Eur J Biochem, 2002. 269(8): p. 2060-8. 

127. Felberbaum-Corti, M., et al., The redox sensor TXNL1 plays a regulatory role in 
fluid phase endocytosis. PLoS One, 2007. 2(11): p. e1144. 

128. Andersen, K.M., et al., Thioredoxin Txnl1/TRP32 is a redox-active cofactor of the 
26 S proteasome. J Biol Chem, 2009. 284(22): p. 15246-54. 

129. Bedford, L., et al., Assembly, structure, and function of the 26S proteasome. 
Trends Cell Biol. 20(7): p. 391-401. 



76 
 

130. Jimenez, A., et al., Characterization of human thioredoxin-like-1: potential 
involvement in the cellular response against glucose deprivation. FEBS Lett, 2006. 580(3): 
p. 960-7. 

131. Griffis, E.R., N. Stuurman, and R.D. Vale, Spindly, a novel protein essential for 
silencing the spindle assembly checkpoint, recruits dynein to the kinetochore. J Cell Biol, 
2007. 177(6): p. 1005-15. 

132. Chan, Y.W., et al., Mitotic control of kinetochore-associated dynein and spindle 
orientation by human Spindly. J Cell Biol, 2009. 185(5): p. 859-74. 

133. Abdelhaleem, M., RNA helicases: regulators of differentiation. Clin Biochem, 2005. 
38(6): p. 499-503. 

134. Botlagunta, M., et al., Oncogenic role of DDX3 in breast cancer biogenesis. 
Oncogene, 2008. 27(28): p. 3912-22. 

135. Chao, C.H., et al., DDX3, a DEAD box RNA helicase with tumor growth-
suppressive property and transcriptional regulation activity of the p21waf1/cip1 promoter, 
is a candidate tumor suppressor. Cancer Res, 2006. 66(13): p. 6579-88. 

136. Shih, J.W., et al., Candidate tumor suppressor DDX3 RNA helicase specifically 
represses cap-dependent translation by acting as an eIF4E inhibitory protein. Oncogene, 
2008. 27(5): p. 700-14. 

137. Burhans, W.C. and M. Weinberger, DNA replication stress, genome instability and 
aging. Nucleic Acids Res, 2007. 35(22): p. 7545-56. 

138. Osborn, A.J., S.J. Elledge, and L. Zou, Checking on the fork: the DNA-replication 
stress-response pathway. Trends Cell Biol, 2002. 12(11): p. 509-16. 

139. Taylor, K.J., et al., Dynamic changes in gene expression in vivo predict prognosis 
of tamoxifen-treated patients with breast cancer. Breast Cancer Res. 12(3): p. R39. 

140. van de Vijver, M.J., et al., A gene-expression signature as a predictor of survival in 
breast cancer. N Engl J Med, 2002. 347(25): p. 1999-2009. 

141. Charpin, C., et al., Automated and quantitative immunocytochemical assays of Bcl-
2 protein in breast carcinomas. Br J Cancer, 1997. 76(3): p. 340-6. 

8. ANEXOS 
 

 

 


