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Resumen Lonidamina (1-[2,4-diclorofenil metil]-1H indazol–3-ácido carboxílico), (lnd), es una droga
antineoplásica cuyo mecanismo de acción se ejerce sobre el metabolismo intermedio de la gluco-

sa. Los efectos de la lnd sobre el crecimiento celular y el metabolismo celular se investigaron en las células HT-
29, línea celular de carcinoma colónico humano, que requiere altas concentraciones de glucosa para su creci-
miento indiferenciado en cultivo. La lnd en dosis de 0.2 mM disminuyó significativamente el crecimiento celular
y la formación de colonias en agar; con la interrupción del tratamiento se observó el restablecimiento del creci-
miento celular en 24 horas. El tratamiento con lnd produce la redistribución de los glicoconjugados y el receptor
de la manosa, sin afectar en forma drástica la síntesis de glucógeno ni la de proteínas. Estas posiblemente
sean las causas de la rápida reversibilidad del tratamiento.
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Abstract Treatment and post-treatment with lonidamine in human colon carcinoma HT-29 cell line.
Lonidamine (1-[2,4-dichlorophenyl methyl]-1H indazole-3-carboxylic acid), lnd, is an antitumoral drug

acting on mitochondria and glucose metabolism. Cell growth and metabolic effects of lnd and drug post-treatment
effect were investigated in undifferentiated HT-29 human colonic carcinoma cell line which requires high glucose
medium concentration for growth. 0.2 mM lnd significantly decreased cell spreading and growth in monolayer or
agar cell culture. After drug treatment cell growth was reestablished to control value within 24 h. Ind modified
glycoconjugates and mannose-receptor distribution (analyzed by confocal microscopy), while glucose-glycogen
and protein synthesis were not affected, these being the possible reasons for the fast reversible effect.
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Se sabe que las células que sufren transformación
neoplásica pierden la regulación metabólica existente
entre la glucólisis y la respiración celular1. Estas células
se caracterizan por una elevada tasa glucolítica, que in-
cluye el aumento de la expresión de la isoforma de la
hexoquinasa mitocondrial2. La carencia de glucosa dis-
minuye la viabilidad celular y su falta es determinante
para el comienzo del proceso de muerte celular progra-
mada3.  Una de las enzimas involucradas en este proce-
so de muerte sería la hexoquinasa II, frecuentemente más
expresada en las células tumorales con fenotipo altamen-
te glucolítico. La hexoquinasa II favorece la producción
de ATP en condiciones de hipoxia celular y este sería el
mecanismo involucrado en la inmortalización de las po-
blaciones celulares alejadas de los vasos sanguíneos4.

La línea celular HT-29 es originaria de un adenocar-
cinoma de colon humano5, 6, que tiene como característi-
ca la de diferenciarse a células epiteliales intestinales
embrionarias cuando la glucosa es removida del medio
de cultivo o reemplazada por la inosina7. En la línea celu-
lar HT-29, Denis-Pouxviel y col.8 observaron que la pre-
sencia de glucosa en el medio de cultivo determinaba
que las células permanezcan indiferenciadas, presentan-
do desacoplamiento entre la actividad hexoquinasa  y la
fosforilación oxidativa.

La lnd es un antineoplásico de síntesis derivado del
ácido indazol-3-carboxílico, que interfiere con la función
de la hexoquinasa unida a la mitocondria9, 10, afectando
la respiración celular y la diferencia de potencial trans-
membrana mitocondrial11. Recientemente se han iden-
tificados como blancos de la lnd en la mitocondria el
poro de permeabilidad transitoria (PT) y el translocador
del nucleótido de la adenina (ANT)12, 13. La lnd se estu-
dió como droga antineoplásica en investigaciones
preclínicas asociada con el cisplatino14, doxorrubicina o
ciclofosfamida15. También se han iniciado investigacio-
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nes clínicas fases II y I para cánceres de mama16 y de
ovario17.

Uno de los aspectos poco estudiados en relación a la
lnd es su efecto sobre los glicoconjugados celulares. Los
glicoconjugados tienen funciones relacionadas con la
proliferación, el reconocimiento y la diferenciación celu-
lar18. Las células HT-29 en medio de cultivo privado de
glucosa se diferencian, cambiando en forma concomi-
tante los patrones de glicosilación proteica. En las célu-
las indiferenciadas se observó un aumento de la acumu-
lación de glicoproteínas ricas en manosa en los
lisosomas19, 20. Un aspecto relacionado con los glicocon-
jugados es la expresión de los receptores de la manosa
(MR). En las células tumorales se observó que la expre-
sión  de los MR está inversamente correlacionada con el
grado de malignidad tumoral21. Los MR tienen como fun-
ción la de reconocer e interiorizar las enzimas glicosiladas
lisosomales y las glicoproteínas o glicopéptidos que pre-
sentan residuos terminales de manosa, fucosa o N-ace-
tilglucosamina, liberando el ligando a pH ácido en los
endosomas celulares, por lo que su rol estaría relacio-
nado con el reciclaje de receptores y de glicoproteínas.

En este trabajo se investigaron los efectos de la lnd
sobre la línea celular HT-29 indiferenciada, cultivada con
alta concentración de glucosa. Se investigó el efecto de
la lnd sobre el crecimiento celular y su efecto residual
después de la remoción de la droga. Además, se investi-
garon aspectos relacionados con el metabolismo de la
glucosa, proteínas y glicoconjugados, con la finalidad de
conocer si estos factores estarían involucrados en la rá-
pida reversibilidad del tratamiento.

Materiales y métodos

El origen de los materiales químicos es el siguiente, desde
Sigma, Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU. se obtuvo el rojo
neutro que se utilizó para el estudio de la toxicidad. También
son de Sigma el dodecil sulfato de sodio (sds) para la
solubilización de ADN y ARN y el kit para la determinación
de lactato (Sigma-Diagnostica 826. UV). Además, el ácido
fosfotúngstico, el triton x-100, los glúcidos 1-O-metil-α-D-glu-
copiranosida, α-metil-D-nanosida, utilizados para demostrar
la afinidad específica de las glicoproteínas a la lectina
concavalina-A (con-A), fueron obtenidos de Sigma. Para la
microscopía confocal se utilizó el anticuerpo anti-con-A-rodamina
de Sigma. Las neoglicoproteínas para microscopía confocal uti-
lizadas fueron la fluoresceína-bsa-manosa y scon-A, el Cyto-
chem se utilizó para montar las muestras y la acrilamida bis-
acrilamida gel para electroforesis para proteínas, también se
obtuvieron de Sigma. De Amersham Radiochemical Center,
G. Bretaña, se obtuvieron los radioactivos [5-3H] timidina,
[5-3H] uridina, L-[U-14C] leucina, [2-3H] manosa para los es-
tudios metabólicos celulares y de Chromatography Millipore,
EE.UU. provino la carboximetil celulosa, cm52 para la sepa-
ración de proteínas y de Pharmacia Biotech, Suecia, se ob-
tuvo para la cromatografía de afinidad la con-A sefarosa. De
Calbiochem, Francia, se obtuvo la pronasa grado CB 2 mg/
ml para la digestión de las glicoproteínas. De Pierce Chemical
Co, EE.UU., se obtuvo el reactivo de Bradford para la

cuantificación de proteínas. La lonidamina (1-[2,4-diclorofenil
metil]-1H indazol-3-ácido caboxílico), (lnd), fue gentilmente do-
nada por el Dr. A. Floridi, del Instituto Regina Elena, Roma,
Italia.

Cultivo celular

Las células HT-29, provenientes de un adenocarcinoma
colónico humano se cultivaron como fue descrito con ante-
rioridad19. Brevemente, las células se cultivaron en medio
Eagle modificado por Dulbecco sin glucosa (Eurobio) suple-
mentado con 10% de suero fetal bovino dializado (Bohinger),
25 mM de glucosa, 2.5 mM de inosina, 1% de penicilina/
estreptomicina (Eurobio), en frascos de cultivo tipo Falcon de
75 mm. Cuando las células llegaron al 70% de confluencia
se despegaron con tripsina-EDTA (Eurobio) y la suspensión
celular se diluyó.

Establecimiento de la concentración de
lnd para el tratamiento

La concentración de lnd necesaria para el tratamiento en
cultivo de las células HT-29 indiferenciadas, se estableció por
el método de evaluación de toxicidad utilizando el rojo neu-
tro. Las células HT-29  indiferenciadas se cultivaron hasta 60-
70% de confluencia en placas de 24 pocillos. La solución
stock de lnd se preparó en dimetilsulfóxido (dmso) a una con-
centración 33.33 mM. La lnd se adicionó, en muestras por
triplicado, al medio de cultivo a una concentración de 0.1; 0.2
y 0.4 mM y el dmso 0.3; 0.6 y 1.2% (v/v). La incubación se
realizó durante 24 horas, luego se extrajo el medio con dro-
ga y las células se incubaron 3 h adicionales con el rojo neu-
tro22; al término de la incubación el medio se aspiró y la
monocapa celular se fijó con 1% ácido acético/50% etanol (v/
v). El rojo neutro intracelular se midió con un espectrofotó-
metro a 540 nm de longitud de onda.

Estudios del efecto de la lnd sobre el crecimiento celular

a) Las células HT-29 se cultivaron en platos de 96 pocillos a
una concentración de 2x102 células por pocillo. Luego de 24
h de cultivo, las monocapas se lavaron con buffer fosfato-
salino y se adicionó Ind 0.2 mM (tratadas), 0.6% dmso (con-
trol) o medio de cultivo (estándar). El crecimiento celular se
estudió mediante el conteo de las células vivas por el méto-
do de exclusión del azul de tripán. b) La formación de colo-
nias celulares en agar se realizó sembrando las células en
placas de 24 pocillos que contenían una mezcla 1:1 (v/v) de
agar 3.5%, preparado en agua bidestilada (p/v) y medio (sin
glucosa) suplementado con 50 mM de glucosa, 5 mM de
inosina, 2% penicilina/estreptomicina y 20% de suero fetal
bovino dializado. La lnd, 0.2 mM y 0.6% dmso (v/v) o medio
de cultivo se adicionaron a la mezcla de medio/agar. Poste-
riormente se agregó una dispersión monocelular de 102 célu-
las por pocillo. Después de 24 h de incubación se colocó en
cada pocillo 1 ml de medio de cultivo conteniendo 0.2 mM
de lnd; 0.6% dmso (v/v) o medio de cultivo. Las células se
incubaron durante 10 días y en el décimo se fijaron con
formaldehído neutro para proceder al conteo de las colonias
formadas, utilizando un microscopio estereoscópico a una
magnificación de 100 aumentos (Zeiss ICM 405). Se consi-
deró colonia celular a grupos de 10 o más células.

El efecto de la lnd sobre la síntesis de ADN y de proteínas

Una suspensión 103 células/ml se sembró en placas de 24
pocillos. El tratamiento con 0.2 mM de lnd, 0.6% de dmso (v/
v) o medio de cultivo, comenzó 24 h después de la siembra.
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a) La síntesis de ADN se investigó mediante la incorporación
de timidina tritiada: 1 μCi [5-3H] timidina, (17 Ci/mmol) al ADN.
La [3H] timidina se adicionó al medio de cultivo de cada poci-
llo en los días 3°,  5° y 7° después de la siembra. La marca-
ción se realizó durante 2 h, luego las células se lavaron con
buffer fosfato frío tres veces, dos veces con ácido tricloro-
acético (TCA) 5% y luego se incubaron 30 min a 37 °C con
TCA 5%, para eliminar las proteínas celulares. El ADN se ex-
trajo con 0.1 M de HONa / 0.1% de sds (v:v) en solución
acuosa. En paralelo, otras muestras tratadas con lnd o dmso
sin marcación se tripsinizaron y las células vivas de la suspen-
sión celular se contaron. La incorporación de [5-3H] timidina en
el ADN se estandarizó teniendo en cuenta la cantidad de cé-
lulas vivas. b) La síntesis de ARN se investigó marcando las
células con 2 μCi [5-3H] uridina, (0.2 mCi/mmol), al 5° día del
cultivo durante 45 min. El ARN marcado se extrajo con 1 M
de HONa. c) El estudio de la síntesis de proteínas se realizó
al 5° día de cultivo marcando la monocapa con 0.2 μCi L-[U-
14C] leucina (142 Ci/mmol) en medio de cultivo sin leucina du-
rante 45 min; las células se lavaron 3 veces con buffer fosfato
frío y las proteínas se extrajeron con TCA 5% ácido fosfo-
túngstico 3% (v/v) incubando las muestras a 4 °C durante 30
min. d) La concentración de proteínas totales se midió en po-
cillos tratados en paralelo por el método Bradford23.

Cromatografía de proteínas y SDS -PAGE

Las células tratadas con lnd, dmso o medio de cultivo, como
fue mencionado anteriormente, se tripsinizaron al día 5°, el
sedimento celular se lavó 2 veces con buffer fosfato-salino
frío realizándose el tercer lavado con 50 mM tris-ClH, pH 7.5;
25 mM ClK; 5 mM Cl2Ca y 250 mM sacarosa. Las células se
homogeneizaron en forma mecánica en la misma solución con
el agregado de 0.3% triton x-100, utilizando una aguja 25 G5/
8 y luego agitación magnética durante 48 h a 4 °C. El
homogenato se centrifugó a 20 000 x g. El sobrenadante se
dializó durante la primera noche contra agua bidestilada y
durante la segunda noche contra de solución fosfato 100 mM
pH 6.6 a 4 °C. Las proteínas se separaron de acuerdo al
punto isoeléctrico en una columna de 1.50 x 8 cm de celulo-
sa de intercambio catiónico, cm52, a una velocidad de 2 ml/
min. La solución de elusión fue fosfato 100 mM pH 6.6,
agregándose para la obtención de la segunda fracción CINa
1 M. Los picos proteicos se siguieron a la longitud de onda
280 nm (Beckman-DU64 espectrofotómetro). Ambas fraccio-
nes se liofilizaron, se diluyeron con agua bidestilada y se
dializaron durante toda la noche contra agua. Luego se les
realizó una electroforesis en gel 15% acrilamida bis-acrilamida
en condiciones desnaturalizantes24.

Entrada de glucosa a la célula, síntesis de glucógeno y
liberación de ácido láctico

Las células HT-29 indiferenciadas se trataron como fue des-
crito anteriormente, en los días 3° y 6° después del sembra-
do se marcaron durante 45 min con 1 μCi D-[U-14C] glucosa
(270 mCi/mmol) en medio. En los días de cultivo menciona-
dos se investigó: a) Interiorización de la glucosa. Después de
la incubación de las células con glucosa radioactiva, se lava-
ron con solución 20 mM tris pH 7.5 y luego se digirieron con
30% HOK  durante 30  min a 37 °C. La radioactividad se midió
en un contador de escentilación líquido (MINAx5ßTRI-
CARB®). b) Síntesis de glucógeno: las monocapas celulares
se trataron como fue descrito en el punto a. Los residuos ce-
lulares se llevaron a ebullición en baño maría durante 2 h y
en forma inmediata se congelaron. El glucógeno se obtuvo

luego de someter el material a 3 precipitaciones sucesivas
con etanol 70%, la [14C] glucosa incorporada en el glucógeno
fue medida en el precipitado. El marcado radioactivo inespe-
cífico se midió en muestras incubadas solamente 6 seg con
glucosa radioactiva. c) El ácido láctico liberado por la célula
se midió en el medio de cultivo en los días 3o y 6o. El medio
de cultivo se centrifugó a 400 x g a 4 °C, durante 10 min, las
proteínas  se precipitaron con TCA 0.6 N y el lactato se mi-
dió a 340 nm según las indicaciones del método.

Estudio de los glicopéptidos

La síntesis y la distribución de glicopéptidos se realizó en
monocapas celulares de 80-90% de confluencia, tratadas
durante 24 h con 0.2 mM lnd, 0.6% dmso o medio de cultivo.
a) La síntesis de glicopéptidos se estudió marcando las cé-
lulas HT-29 con 120 μCi de D-[2-3H] manosa (13.6 Ci/mmol)
durante 24 h. Luego, la monocapa celular se lavó con PBS
conteniendo Ca++ Mg++, se homogenizó mecánicamente y se
extrajeron sucesivamente los lípidos con cloroformo-metanol
(CM 2:1; v/v) y cloroformo-metanol-agua (CMW 10:10:3; v/v/
v). Los glicopéptidos se obtuvieron después de la digestión
de la fase acuosa con pronasa (60 °C)19, se cromatografiaron
por una columna de con-A sefarosa, 0.5 x 1.5 cm, a una ve-
locidad de 2 ml/min con una solución 25 mM tris-ClH pH 7.5,
suplementada con 1 mM de Cl2Ca, Cl2Mg y 1 M de ClNa, lue-
go se agregó  a la solución de lavado 10 mM 1-O-metil-α-D-
glucopiranosida y la elusión específica se realizó con 300 mM
α-metil-D-mannosida. b) La distribución de las moléculas ce-
lulares afines a la con-A y a la manosa se estudiaron en mi-
croscopio confocal. Las células HT-29 se tripsinizaron, centri-
fugaron a 400 x g durante 10 min, las células viables se co-
locaron sobre cubreobjetos y se fijaron con formaldehído
neutro al 4%, conteniendo Cl2Ca 0.5 mM, el formaldehído se
lavó con 0.1 M de solución de fosfato conteniendo Cl2Ca 0.5
mM, Cl2Mg, Cl2Mn y 3.5% sacarosa a pH 7.4. Las células se
permeabilizaron con triton x-100, 0.05% (v/v) en fosfato, y los
restos de detergente se lavaron 5 veces con solución de
fosfato. La fluorescencia inespecífica se bloqueó con ClNH4.
50 mM  Luego, las células se incubaron por 2 h a 4 °C con
100 μg/ml de con-A fría en tbs (tris-salina), se lavó el exceso
con tbs- glucosa 20 mM, se incubaron las células 2 h más
con 100 μg/ml anti-con-A-rodamina; se eliminó el exceso de
con-A y se incubaron nuevamente, esta vez con la fluores-
ceína-bsa-manosa, se lavó y se montaron las células marca-
das con Cytochem. Los controles se realizaron con la
incubación de la con-A en forma conjunta con 1 mg/ml bsa y
la presencia de scon-A. La microscopía confocal láser se rea-
lizó con un BioRad MRC-600, montado a un microscopio
Nikon Optitop II equipado con un objetivo  60 X (Plano apo:
NA 1,4). Se usó un filtro Kalman durante la adquisición de
imágenes (8 a 10 barridos). El registro de la doble fluores-
cencia en las imágenes se realizó en dos pasajes, el prime-
ro para la fluoresceína y el segundo para la rodamina25. La
evaluación semicuantitativa de las imágenes se realizó con-
siderando los tipos de distribución de la fluorescencia halla-
da en el citoplasma celular, dispersa o condensada.

Análisis estadístico

Se utilizó el análisis de la varianza para la evaluación de los
resultados26. Los resultados se obtuvieron de tres experimen-
tos realizados en forma independiente y se expresan en me-
dia ± sd (desvío estándar). Los controles y el grupo experi-
mental se realizaron concomitantemente en cada ensayo; si
no fue así se indica en el texto.



MEDICINA - Volumen 68 - Nº 1, 200816

Resultados

Establecimiento de la concentración de lnd para
el tratamiento

La concentración de lnd para el tratamiento de las célu-
las HT-29 indiferenciadas, se realizó con el método del
rojo neutro, según se describe en materiales y métodos.
Este método permite el estudio del daño de la membra-
na lisosomal. Se consideró que el valor normal de acu-
mulación del colorante es el obtenido en las células incu-
badas solamente con medio de cultivo (100%). El trata-
miento con lnd a concentraciones de 0.2 y 0.4 mM dismi-
nuyó la acumulación del rojo neutro en los lisosomas en
un 18 y 28% respectivamente; con dmso a concentracio-
nes de 0.6 y 1.2% (v/v) se obtuvo una disminución de 3 y
16%. La concentración de 0.2 mM para la lnd fue la utili-
zada para la realización de los experimentos. Esta con-
centración de lnd corresponde al 0.6% (v/v) para el dmso.

Estudios del efecto de la lnd sobre el crecimiento
celular

El número de células HT-29 indiferenciadas tratadas,
controles y estándares se contaron día por medio duran-
te 1 semana, como se describe en materiales y métodos.
La Fig. 1 muestra que la lnd disminuye la velocidad del
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Fig 2.– Curva de crecimiento de células HT-29 indiferenciadas
tratadas previamente con lnd. Las células se trataron con
0.2 mM lnd durante una semana, posteriormente se
tripsinizaron, diluyeron y se cultivaron sin la adición de la
droga. El  crecimiento celular se evaluó por el test de via-
bilidad celular azul de tripán. Células HT-29 previamente
tratadas, ex-lnd (línea punteada) presentan una misma
tasa de crecimiento que las células nunca tratadas (línea
sólida), células HT-29 estándar. En la figura insertada se
observa a las células HT-29 creciendo con lnd hasta el 6°
día (flecha) como se puede observar en la Figura 1, la lnd
fue posteriormente removida, y se dejó a las células se-
guir creciendo en el mismo plato, las células recuperan la
tasa de crecimiento de las células estándar en 24 h, des-
pués de la interrupción del tratamiento.

crecimiento celular (p<0.01). El tiempo de duplicación
celular para el grupo tratado fue de 65 h mientras que
para las células estándar y control fue 24 y 37 h respec-
tivamente. El efecto de la lnd no se relaciona con un au-
mento de muerte celular, el método de azul de tripán evi-
denció el mismo porcentaje de células muertas en todos
los grupos (5-10%). Sin embargo, hay que considerar que
este método no evalúa el proceso de apoptosis celular
en sus primeras etapas.

Para confirmar y explicar el resultado obtenido con la
lnd sobre el crecimiento celular se realizó el ensayo de
formación de colonias celulares en agar. Los resultados,
obtenidos en 3 experimentos independientes, cada en-
sayo n=10 para cada grupo experimental, confirmaron el
efecto observado anteriormente. El número de colonias
desarrolladas fueron las siguientes (media ± sd): 0.23 ±
0.56 para el tratado; el control 18.04 ± 3.61 y las células
estándar 34.73 ± 9.78 colonias; la disminución de la can-
tidad de colonias celulares desarrolladas en presencia
de lnd fue significativa (p<0.05) comparada con el con-
trol y el estándar, sin observarse diferencias significati-
vas entre estos dos últimos grupos.
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Fig 1.– Efecto de la lnd sobre el crecimiento de las células
HT-29 indiferenciadas en cultivo. La cuantificación de cé-
lulas vivas se realizó por el método del azul tripán. Las
células se trataron con 0.2 mM lnd disuelta en dmso (lí-
nea punteada) y (línea sólida) control (dmso 0.6%; v/v).
Las células tratadas con lnd muestran una tasa de creci-
miento lentificado * (p<0.01) comparada con las células
control. No se observaron ni más células muertas, ni en
suspensión en el medio de cultivo, en el grupo tratado con
lnd (6 ± 2%) comparadas con las células HT-29 control.
Las muestras fueron evaluadas por triplicado.
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La duración del efecto de la lnd sobre el crecimiento
celular, después de la terminación del tratamiento, mostró
que las células retornan en 24 h a la tasa de crecimiento
previa, o sea, la tasa de crecimiento de las células estándar
(Fig. 2). Este resultado se confirmó en células tratadas
previamente con lnd durante 1 semana y sembradas pos-
teriormente en agar sin lnd que recobraron la cualidad de
formar colonias, desarrollando 64.77 ± 16.86 colonias,
p ≤ 0.001, comparadas con células tratadas con lnd: 0.23
± 0.15. El grupo control desarrolló 17.12  ±  4.24 colonias.

Para investigar si el efecto de la lnd observado sobre
el crecimiento celular podría ser debido a modificaciones
producidas en el pegamiento y estiramiento de las célu-
las sobre el soporte, la lnd se agregó a la superficie de la
placa de cultivo en el momento en que las células eran
sembradas sobre ella. En la Fig. 3 se puede observar la
formación de colonias celulares algodonosas después de
48 h de incubación de las células con la lnd (3A); células
control y estándar (3B) muestran el patrón normal de
pegamiento y estiramiento sobre soporte de la línea ce-
lular HT-29 indiferenciada.

El efecto de la lnd sobre la síntesis
de ADN y de proteínas

El efecto de 0.2 mM de lnd sobre la síntesis de ADN y
proteínas se estudió en 5 experimentos independientes
(n=15 para los grupos experimentales tratadas, control y

estándar). a) La incorporación de [5-3H] timidina en el
ADN celular normalizado por 104 células, muestra una
incorporación en el grupo estándar de 1 401.38 ± 176.38
cpm, en las células tratadas 425.69 ± 63.19 cpm y en el
grupo control 1 161.80 ± 149.30 cpm.  La lnd disminuye
la síntesis de ADN comparada con los grupos incubados
con dmso o medio de cultivo, p ≤ 0.05.

b) La síntesis de proteínas y de ARN se estudió mar-
cando las células con [U-14C] leucina para la síntesis de
proteínas y la [5-3H] uridina para la síntesis de ARN. La
Tabla 1 muestra que la razón leucina / uridina no tiene
diferencias significativas entre los distintos grupos: trata-
das, control y estándar. Aún más, la electroforesis de pro-
teínas no mostró ninguna diferencia entre los grupos en
la distribución de bandas (no se muestra el resultado).

Entrada de glucosa a la célula
y síntesis de glucógeno

La Tabla 2 muestra el efecto del tratamiento de 0.2 mM
lnd en la línea celular HT-29 indiferenciada en relación
con algunos aspectos relacionados al metabolismo de la
glucosa: su incorporación a la célula, su contribución a la
síntesis de glucógeno y la secreción del ácido láctico. La
lnd no altera en forma significativa ninguno de estos
parámetros. Sin embargo, las células tratadas mostra-
ron la mayor síntesis de glucógeno al 6° día de trata-
miento (48 010 cpm), mientras que en las células contro-

Fig 3.– Las células HT-29 indiferenciadas después de 48 h de cultivo. (A) Células tratadas
con 0.2 mM lnd desde el momento del sembrado que muestran colonias más pequeñas,
y algodonosas (B) Células tratadas con medio de cultivo, estándar, que muestran un
patrón similar que las células controles (0.6% dmso) (no se muestra el dato). Observa-
ción realizada con microscopio de luz invertido, aumento de 100 campos, escala 20 µm.
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les y estándar la glucosa extracelular contribuye a la for-
mación de glucógeno mayormente en el 4° día de cultivo.
Las células tratadas con lnd mostraron al 4° día una incor-
poración de glucosa al glucógeno de sólo 13 770 cpm.

Estudio de los glicopéptidos

El estudio de la síntesis de glicopéptidos se realizó con D-
[3H] manosa. Una vez extraídos los glicopéptidos se sepa-
raron por afinidad a la con-A. Los glicopéptidos recupera-
dos representaron el 36, 16 y 26% de la radioactividad
total incorporada por la célula, considerando que las célu-
las tratadas incorporaron 347 000 cpm; las controles,
154 000 cpm y las estándar 251 000 cpm. Solamente las
células incubadas con 0.6% de dmso mostraron una in-
corporación menor de manosa radiactiva en los glico-
péptidos (100-36%), respecto a las células tratadas con
lnd y a las estándar. Los estudios realizados con micros-
copio confocal mostraron una distribución diferente de las
moléculas celulares afines a la con-A y a la manosa res-
pecto al grupo experimental. El 60% de las células trata-
das con lnd presentan un patrón de distribución conden-
sada en el citoplasma (Tabla 3), mientras que este patrón
sólo está representado en un 18% de las células contro-
les. El microscopio confocal (Fig. 4) visualiza las diferen-
tes distribuciones de estas moléculas en las células trata-
das con lnd (4A) y las células control (4B).

TABLA 1.– Efecto de la lnd sobre la síntesis de ARN y proteínas

ARN Proteína Tasa Total
Grupos [U-3H]uridina [D-14C] leucina [D-14C] leu. / Proteínas

cpm/µg prot. cpm/µg prot [U-3H] uridina µg
media ± sd media ± sd media ± sd media ± sd

Tratadas 1.22 ± 0,03 26.78 ± 1.75 21.95 ± 1.11 164.00 ± 1.77

Control 1.25 ± 0.02 30,53 ± 2.40 24.42 ± 1.70 180.74 ± 0.83

Estándar 1.46 ± 0,05 25.01 ± 2,90 17.13 ± 1.21 156.47 ± 2.17

Las células HT-29 indiferenciadas se trataron con 0.2 mM lnd (tratadas); células controles, son células con
0.6% dmso y las células estándar son células con medio de cultivo solamente. Los valores se obtuvieron de
5 experimentos independientes (n=15). Las proteínas totales se midieron por el método de Bradford.

TABLA  2.– Efecto de la lnd sobre el metabolismo de la glucosa

Lactato Entrada de glucosa Glucógeno
Grupos µmol/ mg proteína/ h cpm/ mg proteína cpm

media ± sd media ± sd media ± sd

Tratadas 0.58 ± 0.02 24 810 ± 2 660 48 010 ± 9 472

Control 0.59 ± 0.03 21 380 ± 2 740 * 37 489 ± 5 980

Estándar 0.60 ± 0.05 33 150 ± 3 760 44 525 ± 4 300

Las mediciones se efectuaron en 5 experimentos independientes. Las células tratadas son células incubadas
con 0.2 mM lnd y se representan los valores al 6o día de tratamiento. El control son células incubadas con el
vehículo, 0.6% dmso, y estándar son las células incubadas con medio solamente. Los valores de los grupos
control y estándar son los obtenidos al 4° día de cultivo. * p<0.01 comparado con las células estándar.

Discusión

La línea celular HT-29, proveniente de un carcinoma
colónico humano, posee la característica de diferenciar-
se a células intestinales embrionarias cuando el medio
de cultivo es privado de glucosa. El reemplazo de gluco-
sa por inosina desencadena la diferenciación celular a
células mucosas o de absorción. Este proceso de dife-

TABLA 3.– Area citoplasmática marcada con con-A fría,
anti con-A rodamina y fluoresceína-bsa-manosa

Porcentaje del citoplasma Grupos de tratamiento

marcado con fluorescencia Número de células

Tratadas Control

0 – 24 2 6

25 – 49 2 5

50 – 74 0 3

75 – 100 8 * 3

Tratadas es el grupo de células HT-29 indiferenciadas incubadas con
0.2 mM de lnd comparada con el grupo control (0.6% dmso). La
evaluación estadística muestra una significación de * p<0.001, calculada
por el test de  χ2.  El área fue calculada dividiendo la superficie de cada
célula fotografiada en las mismas condiciones en 16 cuadrados iguales.
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renciación celular se acompaña de cambios en el meta-
bolismo de la glucosa y de la energía celular. Las células
indiferenciadas HT-29 presentan el doble de la actividad
hexoquinasa, fosfofructoquinasa-1 y piruvato quinasa7,
resultado de la baja actividad oxidativa mitocondrial en
presencia de glucosa y de la desregulación del complejo
hexoquinasa-poro mitocondrial8, 27.

 La lnd fue motivo de estudio como droga antineo-
plásica en investigación clínica. En el cáncer de pul-
món a células pequeñas, el pretratamiento con lnd
aumenta la actividad del vm-2628; en cáncer de mama
su efectividad es discutida29, 30. La lnd fue probada tam-
bién para el tratamiento de la hiperplasia benigna
prostática, fase III31, pero las investigaciones clínicas
se suspendieron en Europa y Canadá por la aparición
de toxicidad32.

En este trabajo se utilizó una concentración no tóxica
de lnd para tratar las células HT-29 indiferenciadas. Los
resultados mostraron que la droga inhibe el crecimiento
celular, probablemente en la fase G1, manteniendo la
misma tasa de síntesis de proteínas, como fue observa-
do anteriormente por Floridi y col.33, y baja la incorpora-
ción de timidina al ADN; coincidiendo con los hallazgos
de Luciani y col en células HeLa34, la lnd no tiene efecto
en las células en fase S, descrito por Ricotti en células
HCC (carcinoma hepatocelular)35. El efecto de la lnd ob-
servado en las células HT-29 sobre el crecimiento celu-
lar no puede ser atribuido ni a la muerte celular ni al au-

mento de la proporción de células en suspensión (los
valores no se muestran). En este trabajo se investigó,
además, el efecto de la lnd sobre la formación de colo-
nias celulares en agar, modelo del crecimiento celular
independiente al sustrato y de potencialidad metastásica
in-vitro. La lnd no permite la formación de colonias celu-
lares. El efecto de la lnd investigado en la línea célula
LoVo (carcinoma colónico), a la misma dosis utilizada en
este trabajo, no demostró ningún efecto clonogénico so-
bre esas células36. Muchos de los efectos quimiotera-
péuticos de la lnd se estudiaron en tumores resistentes a
otros agentes farmacológicos. En las células HT-29 tra-
tadas durante 24 h con lnd a una concentración de 0.150-
0.225 mM,  se observó un aumento del efecto del bcnu
(carmustina) y la mitomicina C37. Además, en células
HepG-2 resistentes a la  doxorubicina, la combinación
de esta droga con lnd determinó la muerte celular38; y
Sordet y col. mostraron que la lnd inhibe la diferencia-
ción celular de las células leucémicas U-937 y HL-60
desencadenada por el éster de forbol39. Además, Miyato
y col. demostraron que la lnd aumenta  la muerte celular
por apoptosis de un melanoma humano in-vitro cuando
se combina con tratamiento radiante40. Tal vez, en las
células HT-29 indiferenciadas, la concentración de  0.2
mM lnd sea capaz de desencadenar los primeros pasos
del fenómeno apoptótico sin que el proceso progrese a
la muerte celular o autofagia, como ha sido demostrado
con el uso de rojo neutro, marcador de la integridad

Fig 4.– Adhesión y estiramiento celular. La adhesión y el estiramiento celular dependen de
la distribución de proteínas glicosiladas, por lo tanto se estudió por microscopio confocal
la distribución de las especies glicosiladas afines a la con-A. Las células fueron marca-
das doblemente con moléculas fluorescentes, con-A fría- anti-con-A-rodamina y el recep-
tor de la manosa se detectó con la neoglicoproteína bsa-manosa-fluoresceína. La distri-
bución se estudió en células HT-29 tratadas 0.2 mM lnd, control (0.6% dmso) y estándar
(medio de cultivo). A) Células HT-29 tratadas con lnd, el citoplasma se encuentra densa-
mente marcado con ambos marcadores. Mientras que las células controles y estándar B)
presentan un patrón de gotas de bsa-manosa fluoresceína y una débil acumulación de
co-marcación de con-A rodamina y bsa-manosa. La escala es de 5 µm. Las fotos son re-
presentativas de tres experimentos independientes.
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lisosomal, y con el azul de tripán, marcador de la per-
meabilidad de membrana celular. En las células HT-
29 tratadas con dmso se produjo la inducción de la
apoptosis y el aumento del shedding celular41. En este
trabajo, el ensayo del rojo neutro mostró que la toxici-
dad del dmso sobre esta línea celular se correlaciona
con su concentración en medio de cultivo, pero el efecto
lnd-dmso, no clarifica si esta asociación es agonista o
antagonista; en la mayoría de los datos obtenidos
en este trabajo, no se observaron diferencias entre
las células tratadas con 0.6% dmso (v/v) o medio de
cultivo.

Otro de los aspectos investigados fueron los meta-
bólicos. La tasa de incorporación de la glucosa exógena
al glucógeno se podría correlacionar con el crecimiento
lentificado que presentan las células tratadas con lnd,
porque la misma tasa de síntesis de glucógeno se en-
contró en las tratadas con lnd, pero dos días retrasada
con respecto a los controles. Este resultado se corre-
laciona con la tasa de entrada de glucosa a la célula y la
secreción de ácido láctico, y podría ser explicado por un
efecto inhibitorio transitorio de la lnd sobre el metabolis-
mo de la glucosa o a que la enzima 6-fosfofructo-2-
quinasa/ fructosa-2,6 bifosfatasa, altamente expresada
en cánceres humanos, resulte de una vía metabólica al-
ternativa, compensando el efecto de la lnd sobre la
hexoquinasa42. Sin embargo, si correlacionamos este re-
sultado con la síntesis de ADN, podría pensarse que en
la célula tratada con lnd habría una disminución de la vía
de las pentosas para poder mantener los niveles de ener-
gía celulares a través de la glucólisis.

Las características de la síntesis de N-glicanos en las
células HT-29 se correlaciona con la citodiferenciación19, 43.
El tratamiento con lnd no produjo alteraciones en la tasa de
síntesis de glicopéptidos afines a la lectina con-A en es-
tas células. Sin embargo, los estudios sobre la distribu-
ción de las moléculas afines a la con-A y a la neogli-
coproteína-bsa-manosa muestran diferencias entre las
células tratadas con lnd y los controles. La importancia
de esta distribución modificada se debe a que la neo-
glicoproteína nos permite la detección de una variedad
de proteínas como el Endo180 / activador del plasmi-
nógeno tipo uroquinasa, receptores asociados al recep-
tor a la manosa; el receptor a la fosfolipasa A2, y el DEC-
205/ MR6-gp200 asociado al receptor de la IL-4. Estos
receptores tienen en común que se reciclan entre la mem-
brana celular y los compartimentos intracelulares, con la
función de interiorizar ligandos glicosilados44. La asocia-
ción de la distribución de la neoglicoproteína-bsa-manosa
junto con las moléculas afines a la lectina con-A sugiere
que la lnd desencadena modificaciones en el reciclado
de los ligandos glicosilados como integrinas y recepto-
res. Esta redistribución puede ser debida a que la lnd
disminuye el pH de las organelas celulares45.

Las células HT-29 tratadas previamente con lnd
readquieren la característica de formar colonias en agar
cuando la droga es removida, característica inhibida en
presencia de  lnd. La rápida reversibilidad del efecto del
tratamiento de la lnd en 24 h explica por qué es necesa-
ria una elevada concentración de la droga en sangre para
lograr efecto terapéutico, observado en cáncer de ova-
rio46. Los resultados de este trabajo sugieren que el efec-
to de la lnd es transitorio y rápidamente reversible, ob-
servado después de la terminación del tratamiento, en
las células indiferenciadas HT-29, y esta sería una ra-
zón poderosa que explicaría por qué la lnd tiene que
ser combinada con otros tratamientos antineoplásicos
más potentes para desencadenar la muerte de la célula
tumoral. Recientemente se ha observado que la lnd tie-
ne efecto sobre la funcionalidad de las células endo-
teliales en cultivo, lo que la postula nuevamente como
droga adjuvante antineoplásica con características
antiangiogénicas47.
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LA TAPA
Abraham Resnik. Casas y chimeneas. 2007

Técnica mixta, 48 × 35 cm

Abraham Resnik nació en Buenos Aires en 1919. Se inició en la pintura hacia 1950 y de su activi-
dad inicial dio muestras en varias galerías argentinas: Van Riel, Witcomb, Sociedad Argentina de
Artistas Plásticos, Gente de Arte de Avellaneda, Salón de Arte de Mar del Plata, Asociación Médica de
Cultura Artística, entre otros. A partir de 1960 vivió y desarrolló su obra fuera de la Argentina. A lo largo
de quince años su itinerario lo llevó a Chile, Ecuador, Bolivia, EE.UU., Europa y Asia. En algunos
lugares permaneció años. Y fue en Bolivia donde, según Roy Bartholomew, attaché cultural de la
Embajada Argentina en La Paz, "Resnik halló clara y múltiple incitación en el tema de "la diablada" y,
al margen de sus tareas médicas en una organización internacional, expuso en trece grandes óleos la
multiplicidad de su paleta y de su motivación". Esta muestra se llevó a cabo en el Museo Nacional de
Arte, La Paz, enero de 1968. En 1974 fue invitado a exponer en la galería Vercamer, de París.

Y durante años, el Asia… Recorrió todo el extremo oriente: Japón, Malasia, Hong Kong, Filipinas,
Singapur, y además, la India. Pero donde se detuvo especialmente fue en Tailandia y Laos, cuyo
mundo ofreció al artista motivos de inspiración.

María Laura San Martín comentaba el refinamiento delicado de Resnik, de formación artística
autodidacta y con algunas influencias de Soldi1. Vuelto a su patria, Resnik recrea colores y formas de
su ciudad y plasma en la tela además, las visiones multicolores de un inmenso periplo por el ancho
mundo, calidoscopio inagotable de su nostalgia2.

1San Martín ML. Pintura argentina contemporánea. Buenos Aires: Editorial La Mandrágora, 1961.
2Gruskin EM. Galería de Arte Suipacha. Catálogo exposición "Resnik, pinturas" Buenos Aires, noviembre 30-

diciembre 14, 2007.


