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SUMMARY
Introduction: The response of the ceil fine B16F1O to treatment with sixvegetable polyphenols was studied and compared with the re-
sponse to treatment with melphafan. Material and methods: Tests for cytotoxicity (at 24 h) and antiprofiferation (at 72 h) were carried
out for the pofyphenofs, and celf viabifity was quantified using the MTT test. Results: There was a smaff degree ofceff viability with tan-
geretin and futeolin (at24 h) al the maximum assayed concentrations (25 and50 µM), while mefphafan showed a dose-response curve.
The culture growth was inhibited at the maximum concentration (50 µM)  with 7,3’-dimethyl hesperetin at 72 h, while tangeretin showed
olear antiprofiterative action on a dose-response curve. concfusions: These results suggest that the presence of at feast three adja-
cent methoxylated groups, as occurs in tangeretin, rein torces the antiproliferative effect, while the absence of a double C2-G3 bond in
hydroxylated polyphenols feads to a substantial loss in activity, Rev Esp Patol 2001; 34(4): 31 7-324.
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RESUMEN

Introducción: Estudiamos la respuesta de la línea B16F10 al tratamiento con seis polifenoles vegetales comparándola con la del mel-
talán. Material y métodos: Se han realizado pruebas de citoxicidad (24 horas) y antiproliteración (72 horas) de los politenoles y la cuan-
tificación de la viabilidad celular con el test de MTT Resultados: Observamos una pequeña inhibición con tangeretina y luteonina (24
h) a la máxima concentración ensayada (25 y 50 µM),mientras que el meltalán mostró una curva dosis-respuesta. A las 72 horas, los
cultivos presentaron una inhibición del crecimiento a la máxima concentración (50 µM)con 7,3’-dimetilhesperetina, mientras que la
tangeretina mostró una acción antiprofiterante etectiva con una curva dosis-respuesta evidente. Conclusiones: Estos resultados sugie-
ren que la presencia de al menos tres grupos metoxilados adyacentes, como ocurre en la tangeretina, potencia el efecto antiprolite-
rante y la ausencia del doble enlace C2-C3 en los politenoles hidroxifados con lleva una pérdida importante de actividad. Rev Esp Patol
2001; 34(4): 317?-324.
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INTRODUCCIÓN MATERIAL Y MÉTODOS

El melanomaes unade las ocho enfermedadesmásfre-

cuentemente diagnosticadasen EstadosUnidos(1), con
una incidenciacrecienteen todoelmundoy unatasade
crecimientodel 5% anual(2). Muestraunadelaspeores
tasas derespuestaa laquimioterapia(3) y, en casosde
diagnósticotardíoy con metástasis,ladacarbazinay los
agentes alquilantespresentanefectos secundariosim-
portantes que hanllevadoalabúsquedade nuevosagen-
tescon menoresefectos secundarios(4).

Algunoscompuestospolifenólicos han sido señala-
dos comoagentesdietéticospotencialmentequimiopro-
tectoresfrenteal cáncer(5-7) e inclusocon acciónanti-
tumoral (8-10), puesparecenser capacesde actuaren
todas las etapasdel proceso carcinogénico,inhibir los
dañosen elDNA y en las enzimas implicadasen la tra-

ducciónde señales(cinasas,fosfolipasas,fosfodiestera-
sas)(11-13),regularenzimascríticaspara el crecimien-
to celular,eincluso algunos parecentener actividadago-
nista/antagonistaestrogénica(14). Otros mecanismos
propuestosincluyen la inhibición de tirosinproteinkina-

sa (15, 16), de las DNA topoisomerasas (17, 18), de la
actividad ribosomalS6kinasa(19), o ladisminucióndel
fosfatidilinositol (20). Asimismo,hanmostradoefectos
antiproliferantesen variaslíneascelularesneoplásicas:
leucemia mieloidey linfoide (21), carcinomadecélulas
escamosas(4), cáncergástrico(22), deovario(23), próstata
(24), tiroides (25), adenocarcinomade colon (26) y de
mama,y neuroblastomahumano(27). Aunque todavía
se hanrealizadopocosestudiosconelmelanoma,varios
ensayoscon compuestospolifenólicos (especialmente
apigeninay quercetina)han sido pionerosen la inhibi-
ción de las metástasispulmonaresinducidaspor inyec-
ción intravenosade célulasde melanomaB 16F10 en
ratones(28, 29).

Enelpresente trabajo,hemos estudiadolosefectosin
vitro de varias flavononas,flavonasy flavonolesvegeta-
les sobreel crecimientoy la proliferación de la línea
B 16F10,comparándolosconun agente alquilantebien
conocido,elmelfalán,y laposiblerelaciónentrelaspro-
piedadesantiproliferantes,las actividadesbiológicas y
laestructuraquímicade dichospolifenoles.

Línea celular

Utilizamos lalínea B 16F10 (melanomacutáneo de ratón
C57BL/6J),proporcionadapor el Instituto Nacionalde
Salud(Bethesda, EE.UU.).

El cultivo, libre de Micoplasma sp., se realizó con
medio mínimo esencialde Eagle (EMEM) (Gibco,
EE.UU.) suplementado conun 10% de suerobovino
fetal (SBF) (Gibco,EE.UU.), estreptomicinay penicili-
na (100 µg/mly 100 u/mí, respectivamente)(Gibco,
EE.UU.). Todoslos procedimientosse llevaron a cabo
en unacabinade flujo laminarverticalequipadacon fil -
tro de carbono (CulterS.L., Madrid). Los cultivosse
mantuvierona 37 ºC.unahumedaddel 98% y atmósfe-
ra con un 5% de CO2 (Forma Scientific, Ohio),cam-
biandodel mediode cultivo cada48 horas.

Reactivosy productosquímicos

Hesperetina, eriodictiol,luteonina,quercetinay 7,3’-dime-
tilbesperetina (FurfuralEspañol, Murcia). Tangeretina
(ExtrasintesisGenay,Francia). Melfalán,piruvatosódico,
estreptomicina,penicilina, PBSy MTT (Sigma,Madrid).
Etanol y dimetilsulfóxido (DMSO) (Merck, Madrid).
EMEM, SBFy aminoácidosdeGibco(EE.UU.).

Tratamientos

Se realizarondostipos deexperimentosdiferentes:
a) Paraevaluar la citotoxicidad, sembramos2500

célulasporpocillo en microplacasde 96 pocillos,man-
tenidasen mediofrescosuplementadodurante24 horas.
Posteriormente,setrataroncon hesperetina,7,3’-dime-
tilhesperetina, eriodictiol,luteonina,quercetinay tange-
retina, respectivamente,duranteotras24 horas.Se uti-
lizó el melfaláncomosustanciade referencia.Después
secambióelmedioy loscultivos semantuvieronduran-
teotras24 horasantesdel ensayo conMTT.

b) Paraevaluarelposibleefectoantiproliferantede
los polifenoles,sembramos100 célulaspor pocillo en
microplacasde 96 pocillos.Tras 24 horasdeadaptación
delos cultivos,secambióelmedio,añadiendolos agen-
tespolifenólicos mencionados,y seincubaronlasplacas
en las condiciones normales durante 72 horas. Las pla-
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cas se centrifugaron (240 g, 10 minutos), y se reemplazó
elmedioparamantenerlos cultivosotras24 horasantes
derealizarel ensayo conMTT.

Cuantificación de la viabilidad celular
(test de MTT)

Hemosadaptadolos métodosdeCarmichaely cols. (30,
31) y Alley y cois. (32) anuestras condicionesde culti-
vo, para lo cual incubamos las placas con 200 µl de
medio fresco suplementado y 50 µl de MTT (8 mg/mi)
por pocillo durantecuatro horasa 37 oc y 5% de CO2.
Trascentrifugar(240g, 10 minutos)seretiró elmedioy
el MTT no metabolizado y se añadieron 100 µl de
DMSO acada pocillo parasolubilizar el MTT formazán
producido.Trasagitardurante30 minutos,se leyerona
570 nm de longitud de onday 690nm comoreferencia
en un lector automatizadode placas(Multiskan MCC!
340P).

Análisis estadístico

Seharealizadoun análisisdevarianzademedidasrepe-
tidas de acuerdocon un diseñofactorial jerarquizado
paracompararlos porcentajesde supervivenciacelular
en los cultivos con diferentesconcentracionesde los
compuestos.En los gráficos,cadapunto correspondea
la mediade4-6 medidasparacada concentracióndelos
tratamientosy las barrasse han calculadoa partir del
errorestándarde la media. Todoslos experimentosse
hanrealizadopor triplicado y se hanconsideradosigni-
ficativos los valoresde p inferioresa0,05.

RESULTADOS

Efectos de citotoxicidad

Con el melfalán,observamosunaclaradependenciado-
sis-respuesta:a lamáxima concentración(75 µM)en-
contramosun 4%desupervivenciacelularrespectoalos
controlesno tratados,mientrasque a lamínimaconcen-
tración (0,58µM)sobrevivíanel 70% delas células.

De losseispolifenolesutilizados(Fig. 1), sólo la tan-
geretinapresentóunarelación dosis-respuesta,con un
60% de supervivenciacelulara la máxima concentra-

ción (50µM) y un aumentode lasupervivenciaconfor-
me disminuíala concentración(Fig. 2a).

Los tratamientosdelos cultivosB 1 6F 10 con querce-
tina y luteonina mostraronla inhibición del crecimiento
a las máximasconcentraciones(25 y 50 µM),perolas
diferencias respectoaloscontroles desaparecíanconfor-
me disminuíanlas concentraciones(Fig. 2a).La inhibi-
ción producidacon la administracióna las máximas
concentracioneseramayoren los cultivos con luteonina
que en los cultivos tratadoscon quercetina(Fig. 2a);
mientrasquelos cultivos tratadosconhesperetina,erio-
dictiol y 7,3’ -dimetilhesperetinadurante24 horas, no
mostrarondiferenciassignificativascon ningunade las
concentracionesutilizadas(Fig. 2b). No obstante,en to-
dos los cultivos tratadoscon polifenolesexistíandife-
rencias significativamentemenoresrespectoa los culti-
vostratadoscon melfalán(p<0,05).

Efectos antiproliferantes

El tratamientodurante72 horascon melfalán(Fig. 3a)
presentóuna relación dosis-respuesta,produciendoa
concentracionessuperioreso igualesde 3,75 µMuna
viabilidadcelulardel 0%, expresadacomo porcentajede
célulasrespectoal control.Sin embargo,los tratamien-
tos con los diferentespolifenolesensayados mostraron
resultadosmuy variables,siendoel máseficaz el trata-
miento antiproliferantecon tangeretina(72 horas), que
presentólos mejoresresultadosde todoslospolifenoles
ensayadosrespectoa la inhibición del crecimientocelu-
lar, conunrangoqueoscilóentreel 14%yel77% enfun-
ción de ladosis,y un LD50 próximoa unaconcentración
de 10 µM,—no obstante,el LD50 del melfalán eradiez
vecesmenor—. Además,el tratamientocon tangeretina
mostródiferenciassignificativascon quercetinay luteoni-
na atodaslasdosisadministradas(p<0,0l)(Fig. 3b).

Conquercetinay luteoninaobservamosunarelación
dosis-respuesta,con una inhibición del crecimiento
celulara lamayorconcentración(50 µM)del 33,4%y el
21,5%, respectivamente,que se reducíaa medidaque
disminuíala concentración(Fig. 3b).

Entrelas flavononas(hesperetina,eriodictiol y 7,3’-
dimetilhesperetina),sólo la 7,3’-dimetilhesperetinaa la
mayor dosis ensayada(50 µM)originabaunadisminu-
ción significativadel crecimientocelular(p<0,05)res-
pectoal control(40%deviabilidadcelular) (Fig. 3c).No

319



C. Martínez, J. Yánez, J, Rodríguez, M. Canteras, M. Alcaraz y V. Vicente REV ESP PATOL

Figura 1. Estructura química de los flavonoides utilizados en este trabajo: hesperetina, eriodictiol, 7,3’-dimetilhesperetina, tangeretina, luteonina, y
quercetina.

hemosutilizado concentracionesde 7,3’-dimetilhespe-
retinamayoresde 50 µM,ya que,por lascaracterísticas
estructuralesde estamolécula,se producidaunainsolu-
bilizaciónespontáneaconsu inactivaciónenelmediode
cultivo, originandocristalesapreciablesal microscopio
decontrastede fases.

DISCUSIÓN

Los estudiosconflavonoides sobremelanomason ex-
cepcionales.La mayoríade losestudiosutilizaron líneas
celularesglandulareso con dianaestrogénica—tiroides
(25), mama(33-37), cuellodel útero(37), colangiocar-
cinoma (38)— y conflavonoidestales comoluteonina,
apigenina(25), flavonoidescítricos(34), 7-metoxiflavo-
nonay 7,8-dihidroxiflavona(35), camferol,genisteinay

quercetina(39), queproducenunainhibición del creci-
mientoen el rango 0,1-30µM,resultadosque nosotros
no hemosobservadocon luteoninaohesperetinaenesta
líneacelular.

No hemosencontradoningúnestudiodel melanoma
in vitro contangeretina,el flavonoide másefectivode
los seisensayadosen nuestrotrabajo,quemostrabava-
lores de LD50 comparablescon lospublicadosconotros
flavonoidesen otros tipos de líneascelulares:tiroides
(25), mama(33-37)y carcinomasdepulmón(38,40). En
nuestroestudio,la tangeretinamostróunaactividadinhi-
bitoriasignificativasobreloscultivos deB 16F10,aumen-
tandola inhibiciónde mododependientedela dosis.

En los tratamientoscon 7,3’-dimetilhesperetina,la
inhibiciónno fue dependientede ladosis,yaquesólose
observóalamáximaconcentraciónutilizada(50µM),lo
quepudieraestarrelacionadoconunposibleefectoanti-

EriodictiolHesperetina

Tangeretina7,3-Dimetilhesperetina

QuercetinaLuteonina
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Figura 2. Viabilidad celular de los cultivos de B16F10 tras 24 horas de tratamiento, a) Tangeretina, luteonina, quercetina y melfalán, respecto de los
cultivos controles. b) 7,3’-dimetilhesperetina, hesperetina, eriodictiol y melfalán, respecto de los cultivos controles. (Cada punto es la media de 4-6
ensayos distintos. Las barras de error corresponden al error estándar de la media).

proliferante,aunquesonnecesariasnuevasinvestigacio-
nesparaaclararel comportamientodeestaflavonona.

La luteoninay la quercetinamostrabanun efecto
dependientede ladosissobreel crecimientodel cultivo,
presentandoalamayorconcentración(50 µM)elmayor
gradode inhibición celular. Otros autores,con la línea

celularde melanomaSK-MEL-28 en tratamientoscon
quercetinaduranteseis días observaronuna marcada
inhibición (45%), aunquesólo ala máximadosisusada
(10 µM)y añadiéndosediariamenteal medio (concen-
traciónfinal: 60 µM),mientrasqueel tratamientodetres
díasno producíaningunainhibición (40). Estosresulta-
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Figura 3. Actividad antiproliferante en B16F10 tras 72 horas de tratamiento, a) Melfalán y tangeretina, respecto de los cultivos controles. b)
Tangeretina, luteonina y quercetina, respecto de los cultivos controles. c) 7,3’-Dimetilhesperetina, hesperetina y eriodictiol, respecto de los cultivos
controles. (Cada punto es la media de 4-6 ensayos distintos. Las barras de error corresponden al error estándar de la media.)
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dosparecenestarde acuerdocon los escasosresultados

obtenidosparala quercetinaen nuestrotrabajo.Cuando

seestudiaesteaspectoenlíneascelularesdiferentesalas
de melanoma,HT29 y UC-T1, suelendescribirsema-

yoresrespuestasy mejoresresultados,con LD50de 15 y
65 µM,respectivamente(26, 39).

Los ensayoscon MTT muestranla ausenciade ac-

ción de las flavononas(hesperetinay eriodictiol) sobre
el crecimientoy la viabilidad celularesa todaslas con-

centracionesensayadas.El porcentajedecélulasviables
no difiere del observadoen las condicionesestablecidas

como controles.
Nuestrosresultadosen la líneacelularde melanoma

murinomuestranqueno hay correlaciónentrela efecti-

vidaddelos flavonoidesempleadosy su actividadantio-
xidanteo captadoraderadicaleslibres.El grupoantioxi-

dantemás potentedel flavonoide, la estructuracatecol
del anillo B, queobservamosen el eriodictiol, la luteo-

nina y la quercetina,es insuficienteparainhibir la proli-

feracióncelular deB16F10, y la presenciadevariosgru-
posmetoxienel esqueletodelflavonoide,quereducesig-

nificativamente su acción antioxidantey captadorade

radicaleslibres(7,41), aumentala acciónantiproliferante

sobreB16F10(tangeretinay 7,3’-dimetilhesperetina).
Respectoa la relación entre estructuraquímica y

actividad,nuestrosresultadosmuestranque flavonoides

polimetoxiladosu 0-dimetoxilados(tangeretinay 7,3’-

dimetilhesperetina)disminuyen significativamentela
proliferacióncelular.Parecequela presenciadetresgru-

pos metoxiadyacentestienenun efectoantiproliferante
máspotente.Lasflavonasy flavonolesO-dihidroxilados

(luteoninay quercetina)muestransóloun débil efecto,y
ni siquierala 3-hidroxilaciónen los núcleosdeflavona

confiereun efectoinhibitorio másfuerte.

Porotraparte,las flavononasmonohidroxiladasy O-
dihidroxiladas(hesperetinay eriodictiol) soncompleta-

menteinactivas,lo quesugiereque la ausenciadel doble
enlaceC2-C3enflavonoideshidroxiladospuedeconlle-

var una pérdidade su actividadinhibidora en el creci-
mientocelular.Sin embargo,las principalescaracterísti-

cas estructuralesque puedenvariar estaspropiedades

antiproliferantessonel númeroy la posiciónde grupos

metoxiladosen los anillosA y B del esqueletoflavonay
flavonona.

Estudiospreviossugierenquela posición,el número

y la sustitucióndelos gruposhidróxilos enlos anillosA
y B, así como la saturaciónen el enlaceC2-C3, pueden

ser factoresimportantesque aumentanlas actividades
citotóxicaso antiproliferantesdelos flavonoides.Así, la

miricetina(3’, 4’, 5’ -trihidroxiflavona) es un inhibidor

máspotentede a-fosfatidilinositol-3-kinasaquela lute-
oninay la apigenina(42), y la actividadinhibidoradela
baicaleinaesmayorque la de la wogoninasobrecélulas

demúsculoliso (43). Ello indicaque la presenciadetres
gruposhidróxilos, en posición5, 6 y 7 (anillo A), pare-

ce necesariapara inhibir la proliferacióncelular.Todos
estosresultadossugierenque los efectosde los flavo-

noides sobre el crecimiento de células malignas son
diferentesy siguenpatronesespecíficosparacadalínea

celular.
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