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RESUMEN. Los Eteres Lipidicos (EL) introducen un nuevo concepto terapéutico en el tratamiento de
afecciones humanas. Estos resultan especificos contra el desarrollo y expansion de diferentes tipos de tu-
mor es malignos. L os 1-O-Alquilgliceroles (AQGs), analogos estructurales de los EL, presentan € grupo 1-
O-alquilo de cadena larga al que se atribuyen la mayoria de los efectos far macol 6gicos de éstos. Teniendo
en consideracion la homologia estructural, se estudiaron los efectos citotoxicos de los AQGs sintéticos. 1-
O-decilglicerol y 1-O-dodecilglicerol, sobre el carcinoma humano de mama, MCF-7. Ambos compuestos
presentaron efectos citotoxicos dependientes de la concentracion de AQG y de la densidad celular de
MCF-7; sin embargo, mostraron un comportamiento diferencial en funcion de la longitud de cadena al-
quilica.

SUMMARY. “Cytotoxicity of synthetic 1-O-decylglycerol and 1-O-dodecylglycerol against human breast carci-
nomaMCF-7". Ether lipids (EL) introduce a new therapeutic concept in the treatment of several human diseases.
They are selective against malign tumors. 1-O-alkylglycerols are analogues of EL. Taking into consideration this
structural similarity we evaluated the cytotoxicity of synthetic 1-O-decylglycerol (DeG) and 1-O-dodecylglyc-
erol (DDG) against human breast carcinoma MCF-7. DeG and DDG exhibited cytotoxic effects against this tu-

mor line. These effects were cellular density-dependent and AQG concentration-dependent.

INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de
muerte en el mundo. Desde el punto de vista
médico, es definido como un crecimiento tisular
patoldgico producido como consecuencia de la
proliferacion continua de células transformadas,
con capacidad de expansion local, invasion, co-
lonizacion y destruccion de otros tejidos 1. Esta
no es una Unica entidad patolégica sino que
abarca mas de 100 formas, segun el tejido afec-
tado; incluso en un mismo tejido se puede en-
contrar una amplia variedad de cénceres con
distinta morfologia y grado de malignidad 2.

Las medidas terapéuticas tradicionales contra
el cancer incluyen la cirugia, la radioterapia y la
guimioterapia, en dependencia del estadio de
éste al momento del diagnéstico. Esta Gltima ha
alcanzado gran desarrollo; sin embargo, la ma-
yoria de los antitumorales son poco selectivos,
pues afectan la viabilidad de las células sanas;
ademas poseen una alta toxicidad, por lo que

empeoran la calidad de vida de los pacientes.
Por otra parte, se ha detectado que una gran va-
riedad de tumores malignos muestran resistencia
a la poliquimioterapia.

En este sentido, una alternativa terapéutica
ha sido el empleo de los éteres lipidicos (EL),
los que muestran especificidad contra el desa-
rrollo y expansion de tumores malignos 34. Ade-
méas de estos efectos, tienen actividad inmuno-
moduladora 56, promotora de la absorcion 7 y
antinflamatoria 8910, entre otras.

Los 1-O-Alquilgliceroles (AQGs) son una fa-
milia de EL que presentan la estructura 1-O-Al-
quilo de cadena larga (Fig. 1) a la que se le atri-
buye las propiedades farmacoldgicas que tienen
éstos 8. Estan ampliamente distribuidos en la na-
turaleza, siendo particularmente abundantes en
fuentes de origen marino 111213 en especial, en
el aceite de higado de tibur6n donde se presen-
tan en forma de mezclas de diferentes longitu-
des de cadena 1213,
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Figura 1. Estructura de los AQGs.

Desde 1989, en el Instituto de Farmacia y
Alimentos de la Universidad de La Habana se
trabaja en la obtencién de los AQGs por sintesis
quimica, asi como en la caracterizacién y eva-
luacién farmacoldgica de éstos. Los principales
efectos encontrados in vitro han sido: los inmu-
noadyuvantes 8, citotoxicos, inductores de apop-
tosis y de diferenciacion celular en lineas tumo-
rales 14; e in vivo han sido: antitumorales direc-
tos e indirectos, antinvasivos, inductores de
apoptosis y adyuvantes de poliquimioterapia en
diferentes tumores experimentales murinos
815,16, antinflamatorios 89210 y antiangiogénicos 17.

El presente trabajo comprende la evaluacion
de los efectos citotoxicos de los AQGs sintéticos
1-O-decilglicerol (DeG) y el 1-O-dodecilglicerol
(DDG) sobre la linea de células tumorales MCF-
7, de carcinoma humano de mama.

MATERIALES Y METODOS
Células

Las células MCF-7, de carcinoma humano de
mama, procedentes del Centro de Inmunologia
Molecular (La Habana, Cuba) fueron cultivadas
en frascos Costar de 25 cm2 con medio RPMI
1640 enriquecido con suero bovino fetal (FCS)
(Gibco BRL) al 10%, HEPES y bicarbonato. Adi-
cionalmente, el medio se suplementé al 1% con
solucion antibiética de Penicilina G, Estreptomi-
cina y Anfotericina B (Sigma, Saint Louis, USA).
El medio fue reemplazado cada 3 dias. Una vez
que alcanzé la confluencia, el cultivo fue some-
tido a solucién de tripsina-EDTA en proporcion
9:1 (viv) y las células fueron pasadas a nuevos
frascos. La linea fue mantenida a 37 °C en at-
moésfera al 5% de CO,, en incubadora KEBO AS-
SAB AB (Suecia).

Alquilgliceroles

Los AQGs, DeG y DDG, fueron obtenidos en
el Departamento de Quimica Bésica del Instituto
de Farmacia y Alimentos de la Universidad de
La Habana, mediante la técnica modificada de
sintesis de Williamson a partir del 1,2-O-isopro-
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pilidenglicerol y utilizando como derivado halo-
genado el correspondiente cloruro de alquilo.
Su pureza resulté mayor del 90% 28,

Los AQGs fueron disueltos en etanol absolu-
to (Riedel-de Haén) para una concentracién de
trabajo de 10 mg/mL, a partir de la cual se reali-
zaron las diluciones necesarias en el mismo me-
dio de cultivo de las células para obtener las
concentraciones empleadas, que fueron: 5, 10,
20, 40, 50, 60 y 80 pg/mL, rango en el cual se
han informado efectos citotoxicos de estos com-
puestos en otras lineas tumorales 4,

Ensayo de citotoxicidad

Previo al ensayo de citotoxicidad, el cultivo
de MCF-7 en fase exponencial fue tratado con
una solucién de tripsina-EDTA como se descri-
bié anteriormente. Las células fueron centrifuga-
das y redispersadas en medio de cultivo. Se tra-
baj6 a las densidades celulares 2x103 y 4x103 cé-
lulas por pozo. Para preparar éstas se determiné
viabilidad celular empleando la tincién de ex-
clusion de tripan azul. Se tifieron 100 uL del cul-
tivo con 100 pL de tripan azul y se realiz6 el
conteo celular en cAmara de Neubauer.

La citotoxicidad fue medida en placas Costar
de 96 pozos mediante el ensayo colorimétrico
con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-
feniltetrazolio (MTT) 19. Las placas fueron incu-
badas con el AQG correspondiente durante 48 h
a 37 °C, 5% CO, (KEBO ASSAB AB, Suecia). Ca-
da concentracion fue evaluada por triplicado,
afiadiendo 100 pL de solucién celular y 100 uL
de AQG por pozo. Posteriormente se afiadié
MTT a cada pozo para una concentracién final
de 0.5 mg/mL. Se incubé 4 horas en las condi-
ciones antes descritas. Se solubilizaron los cris-
tales de formasano afiadiendo 100 uL de solu-
cion de solubilizacién (10% SDS en 0,01 M HCI),
se incub6 durante la noche y después se leyo la
absorbancia en un lector de placas (SUMA, Cu-
ba), a una longitud de onda de 580 nm.

Andlisis estadistico

El procesamiento estadistico se realizé utili-
zando el paquete de programas Statistica Ver-
sién 5.0 (StatSoft Inc., 1995) para Windows. Los
experimentos se realizaron por triplicado y los
valores se procesaron de forma independiente.
Los graficos de citotoxicidad fueron construidos
mediante el Excel 97 (Microsoft Corp.) y las
ECsp (concentraciéon citotéxica media), fueron
calculadas utilizando el CurveExpert 1.34 (Mi-
crosoft Corp., 1997), por una regresion no lineal
de dosis - respuesta. Se realiz6 un ANOVA fac-
torial y posteriormente se compararon las me-



dias entre los grupos mediante un Test de Dun-
can. El nivel de P<0.05 fue considerado como
estadisticamente significativo.

RESULTADOS
Efectos citotoxicos de los AQGs DeG y DDG
sobre MCF-7

En la Fig. 2 se muestran los resultados obte-
nidos en la determinacion de los efectos del
DeG y el DDG sobre MCF-7. Los efectos citoto-
xicos del DeG y el DDG en esta linea tumoral
pudieron ser apreciados desde la primera con-
centracion, y fueron esencialmente dependien-
tes de este parametro para ambos AQGs a las
dos densidades celulares en estudio. No obstan-
te, en las curvas de citotoxicidad del DDG, tanto
a 2x103 como a 4x103 células/pozo, se obtiene
una meseta entre los valores de 40 y 80 pg/mL,
lo que indica que en este rango el efecto es in-
dependiente de la concentracion de AQG. En el
caso del DeG, esta independencia con respecto
a la concentracion se obtiene a partir de 50
pg/mL a las dos densidades celulares.

Por otra parte, para ambos AQGs los efectos
citotoxicos fueron dependientes de la densidad
celular, siendo superiores a 2x103 células/pozo.
A esta densidad los dos compuestos mostraron
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un comportamiento altamente citotoxico, lo que
se expresa en una ECsgq igual a 12,33 pg/mL y
4,23 pg/mL, para el DeG y el DDG respectiva-
mente. El crecimiento del porcentaje de citotoxi-
cidad es mucho menor a 4x103 células/pozo, lo
que es una medida de que a bajas dosis de DeG
y DDG a esta densidad hay menos muerte celu-
lar que a iguales dosis de ambos AQGs a 2x103
células/pozo. No obstante, los efectos citotdxi-
cos de estos compuestos se hacen independien-
tes de la densidad celular de MCF-7 a partir de
40 pg/mL y 50 pg/mL para el DDG y el DeG
respectivamente (Fig. 2).

Con respecto a la influencia del pardmetro
estructura quimica, es decir, longitud de la cade-
na 1-O-alquilo de los AQGs en la actividad cito-
téxica de los mismos, el estudio arrojé resulta-
dos diferentes en dependencia de la densidad
celular. A 2x103 células/pozo los efectos citoto-
xicos sobre MCF-7 fueron dependientes de la
longitud de cadena, siendo significativamente
superiores (P<0.05) los del DDG (ECsg = 4,23
pg/mL) que los del DeG (ECgg = 12,13 pg/mL).
Sin embargo, a 4x103 células/pozo la ECgy del
DeG (20,67 pg/mL) fue ligeramente menor que
la del DDG (ECsq = 22,01 pg/mL), aunque no
mostraron diferencias estadisticamente significa-

Efecto de DeG y DDG sobre MCF-7
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Figura 2. Efecto del DeG y el DDG (0-80 pg/mL) sobre la linea tumoral MCF-7, de carcinoma humano de ma-
ma, cultivada en medio RPMI 1640, a 2x103 y 4x103 células/pozo. Cada valor representa la media + D.E. (des-

viacion estandar) de tres experimentos independientes.
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tivas (P<0.05) y se alcanzo el 100% de citotoxi-
cidad a menor concentracién de DDG que de
DeG. No obstante, los efectos citotdxicos a esta
densidad fueron independientes de la longitud
de la cadena alquilica.

DISCUSION

Los efectos antitumorales de los EL en gene-
ral, y de los AQGs en particular, han sido des-
critos anteriormente 3481520, En especifico algu-
nos autores han mencionado los efectos citoto-
xicos de éstos compuestos sobre diferentes line-
as tumorales 1421, por lo que los resultados de
este trabajo coinciden con lo que aparece en la
literatura sobre el tema.

Muchos son los mecanismos que se han
mencionado como los posibles responsables de
la actividad antitumoral de los EL y en especifi-
co de los AQGs 21-24, Por una parte, se han refe-
rido los efectos directos de los EL sobre las cé-
lulas tumorales 25, lo que también ha sido des-
crito para los AQGs. Por otra, se han involucra-
do los efectos inmunomoduladores en la activi-
dad antitumoral de EL y AQGs 826, especifica-
mente los relacionados con la activacion de ma-
créfagos, los que atacan y lisan la célula tumoral
827, Adicionalmente, se ha sugerido que parte
de la accion antitumoral de estos compuestos
pudiera ser debida a sus efectos en la inhibicién
de la angiogénesis, lo que ha sido demostrado
para los EL edelfosina 2829, s-fosfonato 30, los
AQGs hexadecilglicerol, octadecilglicerol y tam-
bién para el DDG 7.

Sin embargo, teniendo en cuenta que los
efectos evaluados en este trabajo son in vitro, lo
gue los hace directos sobre las células tumorales
(MCF-7), pueden eliminarse los mecanismos in-
directos, como los que implican la activacion de
macrofagos y la inhibicion de la angiogénesis.
Por ello consideramos que los resultados obte-
nidos deben estar mediados por la accion de los
AQGs sobre la membrana celular.

Existen evidencias de que, en dependencia
de su concentracién, los EL pueden lisar la
membrana plasmatica de las células tumorales o
acumularse interfiriendo asi en el recambio de
los fosfolipidos de ésta; con lo que afectan dife-
rentes propiedades como la fluidez y procesos
como la sefalizacién celular y otros que depen-
den de esta acumulacion.

En este estudio se demostrd que el DeG vy el
DDG tienen efectos citotoxicos sobre la linea de
carcinoma humano de mama MCF-7, depen-
dientes de la concentracién en un rango amplio
aunque llega el momento en que se hace esen-
cialmente independiente de ésta.
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En relacion con la dependencia de la con-
centracion, de cualquier modo, no debe descar-
tarse que existan intervalos de concentraciones
en los que estos AQGs tengan un efecto citosta-
tico més que citotoxico, lo cual ha sido descrito
anteriormente 2114,

Adicionalmente, se demostré que los efectos
citotoxicos del DeG y el DDG sobre esta linea
tumoral son dependientes de la densidad celular
a bajas concentraciones. Teniendo en cuenta la
hipotesis, bastante bien documentada de que
uno de los mecanismos de accién de los EL, es
gue se incorporan en la membrana plasmatica
de las células tumorales 25, al haber una mayor
densidad celular y bajas concentraciones de par-
tida de AQGs, son muy bajas las concentracio-
nes de éstos que se alcanzan en la membrana y
por consiguiente, menores los efectos que pro-
ducen en la misma.

Por otra parte, la acumulacion en la membra-
na de las células tumorales, afecta algunas pro-
piedades de la membrana y por consiguiente,
algunas de sus funciones. Por tanto, es logico
esperar diferencias en el comportamiento de los
AQGs en dependencia de su longitud de cadena
alquilica. Segun los resultados obtenidos, a
2x103 células/pozo el DDG es mas citotoxico
gue el DeG sobre MCF-7, lo cual concuerda con
lo referido en la literatura sobre la longitud de
la cadena alquilica de EL, donde se plantea que
mientras mayor sea ésta, mayor sera la actividad
citotoxica 3. Sin embargo, los efectos citotoxi-
cos observados en éste estudio sélo fueron de-
pendientes de la longitud de cadena lateral a es-
ta densidad celular, no siendo asi a 4x103 célu-
las/pozo. No obstante, se debe tener en consi-
deracion que la diferencia entre estos AQGs es
s6lo de dos grupos -CH» en su cadena alquilica.

En lo que respecta a la sefalizacion celular,
la gran similitud estructural entre los AQGs y la
Edelfosina lleva a pensar en un mecanismo se-
mejante al mostrado por ésta sobre la linea MCF-
7, ya que se ha descubierto que la Edelfosina in-
hibe la via de las MAPK 3233 en estas células tu-
morales. Este efecto es potenciado por la inhibi-
cion de PKC, posible activador de la cascada
MAPK 3334 pudiendo ser responsable de su ac-
cién inhibitoria sobre la proliferacion celular 3.

Ademés de esto, la Edelfosina reduce la can-
tidad de receptores para el EGF en células MCF-
7 3336, sin afectar la union de éste a sus recepto-
res, sino la internalizacion de los mismos %7, lo
cual quedd confirmado en 1996 32,

Se han descubierto otros efectos de la Edel-
fosina sobre MCF-7, pero no profundizaremos
en ellos por ser éstos posiblemente los respon-



sables de su accién in vivo 3839, Hasta ahora no
se conocen todos los mecanismos de accion de
los EL que determinan sus efectos sobre la sefia-
lizacion celular.

Otra de las formas en que pueden actuar los
EL frente a las células tumorales es como induc-
tores de apoptosis 4042 y de diferenciacion celu-
lar, sin estar claros aun los mecanismos molecu-
lares que median esta accion. Esto también ha
sido descrito in vitro 4 e in vivo 20 para los
AQGs.

El estudio realizado contribuye a ampliar los
conocimientos sobre los efectos antitumorales
del DeG y DDG, a la vez que sugiere la necesi-
dad de seguir profundizando en los mismos.
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