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Resumen 

Los gliomas son el principal tipo de tumor cerebral primario, resultado de una alteración de las células 

de la glía. La Organización Mundial de la Salud (OMS) los clasifica en cuatro grados, siendo el 

glioblastoma multiforme (grado IV) el más frecuente y el más agresivo. A pesar de los avances 

moleculares producidos en las últimas décadas y del tratamiento combinado de cirugía, radioterapia y 

quimioterapia con temozolomida, este tipo de neoplasias presentan un pésimo pronóstico y calidad 

de vida. El objetivo del presente trabajo es caracterizar el potencial terapéutico de las fenotiazinas 

(trifluoperazina, clorpromazina, perfenazina y tioridazina), un tipo de fármaco antipsicótico que es 

capaz de atravesar la barrera hematoencefálica. Para ello, se utilizaron las líneas celulares de 

glioblastoma LN229 y U87MG. Se ha demostrado que las fenotiazinas mencionadas, disminuyen la 

viabilidad celular e inducen la apoptosis, además de un discreto arresto en la fase G1 del ciclo celular. 

De esta manera, se concluye que estos fármacos podrían ser unos posibles candidatos como 

adyuvantes quimioterapéuticos en el tratamiento del glioblastoma multiforme. 

 

Abstract 

Gliomas are the main type of primary brain tumor, resulting from an alteration of glial cells. The World 

Health Organization (WHO) classifies gliomas into four grades, being glioblastoma multiforme (grade 

IV) the most frequent and the most aggressive subtype. Despite the molecular advances produced in 

the last decades and the combination of surgery, radiotherapy and chemotherapy with temozolomide, 

these types of neoplasms present a poor prognosis and quality of life. The aim of the present study is 

to characterize the therapeutic potential of phenothiazines (trifluoperazine, chlorpromazine, 

perphenazine and thioridazine), a family of antipsychotic drug that are able to cross the blood-brain 

barrier. For this purpose, we have studied glioblastoma cell lines LN229 and U87MG. The mentioned 

phenothiazines have been shown to decrease cell viability and induce apoptosis of the analysed cell 

lines, furthermore to a modest arrest in the G1 phase of the cell cycle. Thus, it is concluded that these 

drugs could be potent candidates as chemotherapeutic adjuvants in the treatment of glioblastoma 

multiforme.  
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1. Introducción  

1.1. Cáncer 

El cáncer es una enfermedad que resulta de una sucesiva acumulación de alteraciones genéticas y 

epigenéticas1. Se han descrito alteraciones moleculares y celulares responsables del proceso de 

tumorigénesis, por el cuál una célula normal se convierte en una célula maligna. Estos cambios se 

recogen en el principio Hallmarks of cancer responsable de racionalizar las complejidades de esta 

enfermedad neoplásica. 

Se describen 6 capacidades biológicas adquiridas durante el desarrollo de un tumor humano: (1) 

sostener la señalización proliferativa, (2) eludir los inhibidores de crecimiento, (3) resistir a la muerte 

celular, (4) permitir la inmortalidad replicativa, (5) inducir la angiogénesis y (6) activar la invasión y la 

metástasis (Figura 1a). No obstante, debido al progreso de la ciencia en la última década, se llegó a la 

conclusión de que estas características no eran suficientes para explicar el origen del cáncer. Por ello, 

se han añadido nuevas alteraciones: dos capacidades emergentes y dos características permisivas. Las 

primeras hacen referencia a la desregulación del metabolismo celular y a la evasión del sistema 

inmunitario, mientras que las segundas aluden a la inestabilidad genómica y a la inflamación 

promotora del estado tumoral (Figura 1b)2. 

 

 

El cáncer es una enfermedad que comprende una serie de cambios dinámicos en el genoma. A nivel 

molecular, se han descrito una serie de mutaciones genéticas que son responsables del incremento de 

la función de oncogenes (implicados en la proliferación celular, en la reparación del DNA, en la 

diferenciación celular…) o de la pérdida de función de supresores tumorales como PTEN o p533.  

Por otro lado, recientemente, también se ha descrito la importancia de los cambios epigenéticos en el 

desarrollo del fenotipo neoplásico. Una de las primeras alteraciones epigenéticas halladas en los 

tumores humanos fue la hipometilación de las islas CpG, la cual produce inestabilidad cromosómica y 

una pérdida de la impronta genómica. Un ejemplo es la hipometilación de las secuencias repetidas de 

Figura 1. Representación de las características principales del cancer (Hallmarks of cancer). 

(A) El esquema muestra las seis características iniciales necesarias para que se dé la 

tumorigénesis. (B) Se representan las 2 capacidades emergentes y las dos características 

permisivas involucradas en el desarrollo del cáncer. Extraído de Hanagan & Weinberg, 2011. 

A. B. 
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DNA satélite en la región pericéntrica de los cromosomas. Esta alteración, está asociada a un 

incremento en los reordenamientos cromosómicos, en la recombinación mitótica y en la aneuploidía.  

Así mismo, la hipermetilación de las islas CpG en los promotores de los genes supresores tumorales 

como el gen del retinoblastoma, se ha aceptado como una de las características típicas de los tumores 

primarios4.  

Actualmente, se han realizado numerosos estudios sobre la prevalencia, la incidencia y la mortalidad 

de diferentes tipos de cánceres5. Destaca el proyecto GLOBOCAN 2012, el cual ofrece datos de 

prevalencia, incidencia y mortalidad de los 27 tipos de cáncer más comunes en 42 países. 

En Europa, en 2012, se diagnosticaron 3,45 millones de nuevos casos de cáncer (excluyendo el cáncer 

de piel de tipo no melanoma) y 1,75 millones de muertes. En ese mismo año, en España, el cáncer que 

más se diagnosticó fue el de colon, con una incidencia del 14, 96% (32240 casos) y el que provocó una 

mayor mortalidad fue el de pulmón; concretamente 21118 personas murieron a causa de este tipo de 

cáncer (20,55% de todas las muertes por esta enfermedad)6 (Figura 2). 

 

 

1.2. Glioma 

Los gliomas son neoplasias malignas o benignas del sistema nervioso central (SNC), concretamente de 

células de la glía (astrocitos, ependimocitos y oligodendrocitos)7. Estas células dan soporte a las 

neuronas, ayudando a definir los contactos sinápticos y manteniendo la capacidad señalizadora de las 

neuronas. Así mismo, las células de la glía son más abundantes que las neuronas, en una relación 3:18.  

En función del tipo celular de la glía que se encuentre alterado, se producirá un tipo de tumor u otro; 

Los astrocitos producirán astrocitomas o glioblastomas, los ependimocitos pueden transformarse y 

convertirse en un ependioma, mientras que los oligodendrocitos pueden originar 

oligodendrogliomas7. No obstante, la Organización Mundial de la Salud (OMS), desde 2007, realiza una 

clasificación más precisa de los tumores del SNC basándose en aspectos moleculares, como las bases 

genéticas de cada tumor, y en aspectos histológicos. La última actualización es del 2016 (OMS CNS 

Figura 2. Representación gráfica en tanto por ciento (%) de la mortalidad y la incidencia de 

varios tipos de cáncer en España, en el año 2012. Adaptado de la web EUCAN5. 
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2016), la cual comprende una extensa lista de los tumores del SNC. En ella se pueden observar 4 grados 

(los mismos que se describieron en la primera revisión de la clasificación) (Tabla 1)9. 

Los grados se establecen en base a varios criterios, como la proliferación vascular, la densidad celular, 

la mitosis y la necrosis. De esta manera, se definen como grado I aquellos tumores benignos, que 

tienen un bajo potencial proliferativo y por lo tanto auguran un mejor pronóstico para el paciente; un 

ejemplo es el astrocitoma pilocítico. El grado II hace referencia a los astrocitomas que presentan un 

bajo grado de infiltración, pero tienden a progresar a grados mayores. Los tumores asociados al grado 

III se definen como malignos, ya que presentan una elevada capacidad infiltrativa; un ejemplo son los 

astrocitomas anaplásicos. Finalmente, el grupo IV hace referencia a tumores mitóticamente activos, 

con una elevada tendencia a la necrosis y con una evolución rápida tanto en la pre como en la 

postoperatoria. El principal tumor de grado IV es el glioblastoma multiforme, uno de los más 

frecuentes en la edad adulta6.  

Recientemente, se han realizado estudios moleculares que identifican cambios genéticos entre los 

diferentes tipos de astrocitomas. De hecho, demuestran que la progresión en los grados tumorales (I-

IV) está asociado a la acumulación de una serie de mutaciones (Figura 3). Un 33% de los astrocitomas 

de tipo II presentan una mutación en el gen de p53 (importante supresor tumoral) en el cromosoma 

17p. Así mismo, un 40% de los astrocitomas anaplásicos (grado III) tenían esa mutación y, además, 

presentaban una pérdida de la heterocigosidad en el cromosoma 19q (LOH) o una mutación en el gen 

de retinoblastoma, otro supresor tumoral, presente en el cromosoma 13q. Finalmente, el 70% de los 

Tabla 1. Clasificación actual de los tumores del SNC de acuerdo con la OMS CNS 2016. En 

ella se describen los 13 tipos principales de tumores del SNC y los diferentes subtipos de éstos. 

Además, a cada tipo se le asocia un grado (I-IV) en función de la evolución patológica del 

tumor9. 
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glioblastomas multiformes analizados presentaban la pérdida de la heterocigosidad comentada, pero, 

además, se caracterizaban por una amplificación del gen codificante para el receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (EGF-R)10. 

 

 

 

 

 

Cada año, 5-6 personas de cada 100000 presentan un tumor primario de cerebro. De estos casos, el 

80% corresponde a gliomas, de los cuales más de la mitad son glioblastomas multiformes11. 

1.3. Glioblastoma multiforme 

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor primario del sistema nervioso central más letal y 

agresivo. Como su nombre indica es multiforme, lo cual implica que a nivel macroscópico se observen 

regiones de necrosis y hemorragias. A nivel microscópico, se contemplan células y núcleos 

pleomórficos, una proliferación microvascular y regiones de necrosis de tipo falsa empalizada o 

pseudopalisading, características del GMB12. Éstas últimas son regiones muy hipóxicas ya que 

sobreexpresan el factor inducible por hipoxia (HIF-1) y secretan factores proangiogénicos como VEGF 

(factor de crecimiento endotelial vascular) y la interleucina 813.  

Finalmente, a nivel genético, el GBM se caracteriza por presentar una serie de deleciones, 

amplificaciones y mutaciones puntuales que promueven la activación downstream de vías de 

transducción de señal que implican receptores de tipo tirosina quinasa como el receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR) o el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR). 

Así mismo, también se promueve la disrupción de las vías de señalización implicadas en el arresto del 

ciclo celular como la pérdida de la función de INK4α-ARF, o las mutaciones en p53 asociadas con una 

amplificación de la expresión de CDK4 o, incluso, la pérdida funcional de la proteína del 

retinoblastoma12.  

A pesar de la mayor comprensión de los mecanismos oncológicos subyacentes a la fisiopatología del 

GBM, el tratamiento contra este tipo de tumor sigue siendo poco eficaz, por lo que sigue asociado a 

un mal pronóstico y a un pésimo estilo de vida14.  

1.4. Tratamiento 

Una de las mayores barreras en el desarrollo de estrategias terapéuticas, es que cada una de las formas 

en la que se presentan los gliomas tienen unas características genéticas específicas. 

Figura 3. Esquema sobre la progresión en la acumulación de las alteraciones genéticas de 

los astrocitomas infiltrativos. Extraído de Stephen B. Tatter, 2006. 
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El mecanismo estándar de actuación frente a un GBM incluye una resección quirúrgica (con el fin de 

eliminar el mayor número posible de células cancerosas), seguido de quimioterapia (temozolomida 

(TMZ)) y/o radioterapia. 

1.4.1. Temozolomida 

La temozolomida es un agente alquilante y quimioterapéutico activo por vía oral. Fue sintetizado por 

primera vez en la universidad de Aston, en 1980, como una serie nueva de imidazotetrazinonas. El 

componente más potente de esta clase de compuestos antitumorales es la mitozolomida, el cual se 

descompone espontáneamente (no requiere una activación metabólica) en un intermediario 

altamente reactivo con el DNA. 

La temozolomida, derivado metilado de la mitozolomida, es menos tóxica que ésta y presenta una 

actividad antitumoral similar, frente a varios tipos de tumores. El principal mecanismo responsable de 

la citotoxicidad causada por temozolomida es la metilación de DNA. Por una reacción espontánea y 

dependiente de pH, la temozolomida se convierte en MTIC (agente alquilante activo). Seguidamente, 

MTIC se degrada, formando el catión metil-diazonio, el cual es responsable de transferir el grupo 

metilo al DNA. De esta manera, se producirá el producto final, el AIC que se excreta por vía renal (Figura 

2). 

 

Se han descrito varias posiciones del DNA en las cuales se produce la metilación, no obstante, se ha 

visto que la más común es la metilación del oxígeno 6 (O6) de la guanina. El efecto antitumoral de la 

temozolomida depende directamente de la actividad de la O6 alquilguanina alquiltransferasa (AGT), 

una proteína que elimina los residuos alquilo de las guaninas en la posición O6.  Por lo tanto, aquellas 

líneas celulares que presenten una menor actividad de AGT serán más sensibles al efecto citotóxico de 

la temozolomida. 

Figura 4. Reacción química de conversión de la temozolomida a AIC. La reacción se lleva a 

cabo en dos fases: en la primera, se produce MTIC como consecuencia de la acción del agua 

sobre el carbono 4 (C4) de la temozolomida, el cual es altamente electropositivo. Esto produce 

la ruptura del anillo y la liberación de CO2. En la segunda etapa, el MTIC recién formado, se 

transforma a AIC (5- aminoimidazola-4- carboxiamida) al transferirse un metilo al DNA15. 
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De hecho, la temozolomida puede ser coadministrada con otros agentes, produciendo efectos 

sinérgicos. Hay varias investigaciones que se centran en el estudio de los mecanismos implicados en la 

disminución de los niveles celulares de AGT y en la manera de potenciar la actividad antitumoral de la 

temozolomida. Estudios preclínicos demuestran que la administración conjunta de temozolomida y de 

agentes inhibidores de AGT, incrementa la actividad de la temozolomida en varias líneas tumorales 

humanas15.  

 1.4.2. Fenotiazinas  

Las fenotiazinas son unos fármacos antipsicóticos sintéticos, es decir, que no tienen ningún precursor 

en la naturaleza. Éstas están formadas por un anillo tricíclico y en función del sustituyente presente en 

la posición C2 o la longitud de la cadena alquilo, el cual conecta un grupo amina, de la posición N10, la 

acción de las fenotiazinas frente a las células cancerosas varia (Figura 5)16. 

  

 

 

 

 

 

Uno de los síntomas reportados en pacientes con psicosis es la hiperactividad de los receptores 

dopaminérgicos de tipo 2 (D2) de la vía mesolímbica (una de las vías dopaminérgicas del cerebro). Es 

por esta razón que las fenotiazinas, como agentes antipsicóticos, tienen la función principal de 

bloquear los receptores dopaminérgicos de las neuronas, de hecho, presentan una homología 

estructural bastante elevada con la dopamina. Esta actividad principal fue descrita en 1976 por el Dr. 

Seeman y su equipo de investigación17. 

No obstante, también se han identificado otras acciones de las fenotiazinas, como la inhibición de la 

acción de la calmodulina y de la proteína quinasa C (PKC), el efecto antiproliferativo y la inhibición de 

la función de transporte de la glicoproteína P, entre otros. Los mecanismos a través de los cuales se 

producen estas actividades están relacionados con la estructura química de las fenotiazinas16.  

Durante décadas, se ha demostrado la seguridad de los fármacos antipsicóticos y su capacidad de 

atravesar la barrera hematoencefálica. Es por ello, que la eficacia de la medicación antipsicótica está 

siendo, exponencialmente, probada en pacientes con diversos tipos de cánceres, incluyendo los 

tumores cerebrales malignos como el GMB. 

De hecho, estudios epidemiológicos han demostrado que los pacientes con esquizofrenia presentan 

incidencias significativamente más bajas de padecer cáncer que la población en general. Este 

descubrimiento puede apoyar la idea de que los antipsicóticos disminuyen el riesgo de desarrollar 

cáncer18. 

Procedemos a explicar cuatro tipos de fenotiazinas: Trifluoperazina (TFP), Clorpromazina (CP), 

Perfenazina (PF) y Tioridazina (TRD). 

Figura 5. Representación de la estructura química general de las fenotiazinas16.  



 
11 

 

1.4.2.1. Trifluoperazina (TFP) 

Trifluoperazina es un fármaco antipsicótico, derivado de las fenotiazinas, aprobado por la 

Administración de Alimentos y Medicación de los Estados Unidos para tratar la esquizofrenia.  

Se ha demostrado en modelos animales, que TFP inhibe la proliferación y la invasión celular. Así mismo, 

induce la muerte celular en muchos tipos de tumores. El mecanismo de acción descrito para TFP, se 

basa en la habilidad para unirse e inhibir a la calmodulina (CaM).  

CaM es una proteína dependiente de Ca2+, que interacciona con el receptor inositol 1,4,5-trisfosfato 

(IP3R), el cual actúa como un canal de calcio en la membrana del retículo endoplásmico. Cuando el 

Ca2+se une a CaM, el complejo interacciona con IP3R impidiendo la liberación de Ca2+ al citoplasma. De 

esta manera, si TFP inhibe a CaM, ésta no podrá impedir la secreción de calcio, por lo que la 

concentración del catión aumentará en el interior celular.  

Por ello, se propone a TFP como un potencial fármaco terapéutico contra el glioblastoma por la 

alteración que produce en la señalización del calcio19. 

1.4.2.2. Clorpromazina (CP) 

Clorpromazina fue uno de los primeros agentes neurolépticos diseñados para el control de los 

síntomas psicóticos, como la esquizofrenia. Además de los efectos antipsicóticos, se ha demostrado 

que CP, presenta un efecto antiproliferativo sobre ciertas células tumorales probablemente a través 

de la inhibición de la quinesina mitótica KSP/Eg5 lo que produciría un arresto mitótico o por una 

sobreexpresión de p21 (por la activación del supresor tumoral Egr-1 o a través de la inhibición de la vía 

de señalización de la proteína quinasa dependiente de 3-fosfoinosítido 1 (PDK1) /Akt). 

Recientemente se ha dilucidado el papel de CP como inductora de la autofagia mediante la inhibición 

de la vía de señalización Akt/mTOR en la línea celular humana de glioma U87MG. Las células U87MG 

presentan mutado el gen supresor tumoral PTEN por lo que la proteína no es funcional y no puede 

inhibir la vía de señalización PI3K. mTOR es un efector downstream de la vía de señalización PI3K/Akt 

y está implicado en la inhibición del proceso autofágico mediante la fosforilación de Atg13 

(componente del complejo iniciador de la autofagia Atg1). Es por ello, que las células U87MG, de 

manera normal presentan inhibido el proceso de autofagia, debido a la funcionalidad de mTOR. 

No obstante, se ha demostrado que CP inhibe la acción de mTOR por la inhibición de su activador (Akt), 

aunque el mecanismo por el cual lo inhibe es desconocido. Como consecuencia, se induce la autofagia 

y la muerte celular en las células de glioblastoma20.  

1.4.2.3. Perfenazina (PF) 

Perfenazina es un fármaco bien caracterizado y usado, principalmente, en el tratamiento de la psicosis. 

Se introdujo en la práctica psiquiátrica en los años 50 y se usa desde entonces. PF atraviesa 

rápidamente la barrera hematoencefálica y es tolerado por la población no psiquiátrica. Realiza un 

potente bloqueo de los receptores dopaminérgicos D3 y en menor medida de los D2. Es por esta razón 

que se investiga su utilización en la inhibición del crecimiento del glioblastoma21.  
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1.4.2.4. Tioridazina (TRD) 

Tioridazina es un agente antipsicótico derivado de las fenotiazinas. Recientemente se ha descubierto 

que TRD induce la fragmentación celular e incrementa la actividad caspasa. Además, se ha visto que 

activa tanto la apoptosis como la autofagia en células de glioblastoma, siendo la autofagia un 

importante mecanismo subyacente a los efectos de TRD22. 

En la tabla 2 se muestran las estructuras químicas de los 4 derivados de fenotiazinas comentadas. Se 

pueden observar diferencias en el sustituyente presente en el carbono 2 o en el grupo unido al 

nitrógeno 10. 

 

 

2. Objetivos 

Los objetivos principales del presente trabajo son: 

1. Determinación del efecto de las fenotiazinas antipsicóticas (TFP, CP, PF y TRD) sobre la 

viabilidad celular de las líneas U87MG y LN229. 

2. Establecer la IC50 de los compuestos probados. 

3. Análisis de la actividad caspasa inducida por las fenotiazinas administradas en las líneas 

U87MG y LN229, con la finalidad de detectar el efecto del tratamiento sobre el proceso de 

muerte celular.  

4. Utilización de la citometría de flujo para analizar, por un lado, el perfil de ciclo celular y, por 

otro lado, la incidencia de apoptosis en las células de glioblastoma tratadas con los derivados 

de fenotiazinas. 

 

3. Materiales y métodos 

3.1. Líneas celulares y reactivos 

En el presente estudio se han utilizado dos líneas celulares de glioblastoma humanas: 

 U87MG: presenta el supresor tumoral PTEN mutado23.  

 LN229: presenta mutado el supresor tumoral p53, además de deleciones homocigotas en los 

genes p16 y p14ARF. PTEN no está alterado24. 

Trifluoperazina Perfenazina Clorpromazina Tioridazina 

   

 

Tabla 2. Representación de la estructura química de la Trifluoperazina, perfenazina, 

Clorpromazina y Tioridazina.  
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Estas dos líneas celulares (Figura 6) se cultivan en Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), el cual 

presenta un 10% de FBSi (Inactivated fetal bovine serum) y un 1% de Penicilina/Estreptomicina. Ambas 

líneas son adherentes, es decir, que crecen en monocapa sobre un sustrato artificial. Su crecimiento 

está limitado por el área de la placa, por ello, necesitan de un pase periódico. Las células deben 

desadherirse de la superficie para poder traspasarlas a otra placa de cultivo. Para ello se utiliza la 

proteasa tripsina, que digiere aquellas proteínas celulares implicadas en la adhesión al soporte (en 

caso de que se desee preservar las proteínas de membrana se desaconseja este procedimiento). 

Esta enzima se inactiva con determinados compuestos presentes en el medio de cultivo, por ello, son 

necesarios unos lavados previos con PBS (Phosphate Buffered Saline). 

Durante toda la estrategia experimental se mantienen a 37oC y en una atmósfera aerobia con un 5% 

de CO2. Se requirió un tratamiento con el antibiótico plasmocure25(dosis 1:1000), durante una semana, 

para la eliminación de micoplasma. La presencia de micoplasma, en los dos cultivos celulares, es 

periódicamente comprobada.  

Las dos líneas celulares se utilizan dentro del primer mes desde su descongelación. 

Los cuatro fármacos antipsicóticos empleados en los experimentos son Trifluoperazina (TFP), 

Clorpromazina (CP), Perfenazina (PF) y Tioridazina (TRD). Todos los reactivos son de la casa comercial 

Sigma-Aldrich®. 

3.2. Ensayos de viabilidad celular  

El objetivo de este experimento es determinar la concentración máxima inhibitoria (IC50) de cuatro 

fenotiazinas antitumorales (TFP, CP, PF y TRD) sobre las líneas celulares U87MG y LN229. 

Para ello, se siembran 5000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos (p96). Posteriormente, se 

realiza el tratamiento, aplicando siete dosis de cada fármaco antipsicótico: 

 TFP: 1,25 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM, 40 µM y 80 µM. 

 CP: 1,25 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM, 40 µM y 80 µM. 

 PF: 1,25 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM, 40 µM y 80 µM. 

A. B. 

Figura 6. Imagen al microscopio invertido de las líneas celulares utilizadas en 

monocapa. (A) U8739. (B) LN22940. 
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 TRD: 1,25 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM, 40 µM y 80 µM. 

De cada dosis se hacen triplicados. Además, se preparan una serie de pocillos control, donde las células 

crecen en ausencia de fármaco. De esta manera, se requieren dos placas p96, una para cada línea 

celular. 

Pasadas las 48 horas del tratamiento se procede al análisis de viabilidad celular. Para ello, se utiliza el 

kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay de Promega26, el cual determina el número de células 

metabólicamente activas mediante la cuantificación del ATP presente.  

El reactivo CellTiter-Glo, provoca la lisis de todas las células y como consecuencia, se libera (al medio) 

el ATP presente en las células viables, ya que las células muertas no son metabólicamente activas. Este 

ATP es requerido para la reacción de luminiscencia catalizada por una luciferasa termoestable presente 

en el reactivo (Figura 7). De esta manera, la concentración de señal luminiscente producida será 

proporcional al número de células viables presentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los datos de los experimentos de viabilidad celular se someten a análisis mediante ajustes de curvas 

(GraphPad Prism software) para determinar la concentración inhibitoria al 50% (IC50) de cada fármaco. 

 

3.3. Análisis de la actividad caspasa 

La determinación de la actividad caspasa de las líneas celulares U87MG y LN229, frente a diferentes 

dosis de TFP y TRD, se realiza con la finalidad de detectar muerte celular o apoptosis inducida por las 

fenotiazinas administradas. Para ello, se utiliza el kit Caspase-Glo®3/7 Assay, de la casa comercial 

Promega®27.  

Además, paralelamente, se realiza un ensayo de viabilidad celular (con el kit CellTiter-Glo® Luminescent 

Cell Viability Assay) para que la actividad caspasa detectada sea correspondiente al número de células 

vivas (inversamente proporcional). 

Figura 7. Reacción de luciferasa. La monooxigenación de luciferina es catalizada por el enzima 

de luciferasa en presencia de magnesio (Mg2+), de oxígeno (O2) y del ATP liberado de las células 

viables como consecuencia de la acción del reactivo CellTiter-Glo. Extraído de Promega26. 
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El ensayo empieza con la siembra de 7000 células por pocillo en una placa p96. 24 horas después, se 

tratan las células de glioma con las fenotiazinas mencionadas, a diferentes dosis: 

 TFP: 5 µM, 10 µM, 20 µM 

 TRD: 5 µM, 10 µM, 20 µM 

A las 24 horas del tratamiento se procede a la medida de la actividad caspasa. Para ello, se aplica el 

reactivo Caspase-Glo®3/7, el cual provoca la lisis de las células y la liberación del contenido al exterior. 

Si la célula está en apoptosis, tiene las caspasas 1-7 activas. Éstas, reconocen el péptido DVED (un 

sustrato luminogénico presente en el reactivo) y lo hidrolizan, originando aminoluciferina. Ésta, 

finalmente, interaccionará con el enzima luciferasa (presente también en el reactivo) produciendo luz 

(Figura 8).  

La luminiscencia producida en cada pocillo es proporcional a la actividad de las caspasas presente y 

fue cuantificada con Synergy MX Microplate reader de Biotek®. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Análisis del ciclo celular por citometría de flujo  

El objetivo de este experimento es observar el perfil de ciclo celular (G0/G1, S o M) de las células de 

glioma (U87MG y LN229) tras el tratamiento con TFP y TRD. Además, esta técnica permite detectar las 

células apoptóticas, las cuales presentan el contenido de DNA inferior a 2N. Para ello, se tiñe el ADN 

celular con yoduro de propidio(IP)28. 

El yoduro de propidio es una pequeña molécula fluorescente que tiene la propiedad de unirse al ADN. 

Es incapaz de entrar pasivamente en las células que presentan la membrana plasmática intacta. Esta 

característica, permite teñir las células apoptóticas porque estas sufren una serie de cambios 

fisiológicos a nivel de membrana plasmática debido a los cuales aumenta la permeabilidad a moléculas 

como el yoduro de propidio29. Las células vivas podrán incorporar el fluorocromo porque se llevará a 

cabo una fijación con etanol al 70%. Además, como resultado de la fijación, las células permanecerán 

en la fase del ciclo celular en la que se encuentran en el momento de la recogida durante semanas (a 

4 ºC). 

aminoluciferin 

Figura 8. Reacciones químicas producidas en la determinación de la actividad caspasa. 

Adaptada de Promega27. 
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Se siembran 150000 células en placas p60. El experimento se realiza con las dos líneas celulares de 

glioma comentadas hasta el momento, U87MG y LN229. A las 24 horas de la siembra, se procede al 

tratamiento con TRD y TFP, de los cuales solo se prepara una dosis, 7,5 µM y 15 µM respectivamente. 

Se preparan por lo tanto 12 placas p60, 6 de las cuales se recogerán 24 horas tras el tratamiento y las 

otras 6, 48 horas después: 

 24 horas: Control LN229, LN229 TFP 15 µM, LN229 TRD 7,5 µM, control U87MG, U87MG TFP 

15 µM, U87MG TRD 7,5 µM. 

 48 horas: Control LN229, LN229 TFP 15 µM, LN229 TRD 7,5 µM, control U87MG, U87MG TFP 

15 µM, U87MG TRD 7,5 µM. 

El protocolo de recogida de las células (a su tiempo correspondiente) implica conservar el medio de 

cultivo en el que se encuentran. Ese medio contiene las células apoptóticas, las cuales se desenganchan 

del sustrato. Posteriormente, se tripsinizan las células y se juntan con las células anteriormente 

recogidas (apoptóticas). Se centrifuga y se lleva a cabo un lavado con PBS. Se vuelve a centrifugar y 

finalmente se fijan las células. Para ello, se requiere una concentración de etanol al 70%.  

En el momento en el que se quiera proceder a la lectura de los resultados, se deben realizar dos lavados 

con PBS para eliminar el etanol. A continuación, se resuspende con la solución de tinción: 

 100x RNAsa (5 mg/ml) en agua o PBS. Concentración final = 50 µg/ml. 

 20x Yoduro de propidio (1 mg/ml). Concentración final = 50 µg/ml 

Finalmente, se pasa el contenido (bien homogeneizado) a tubos de citómetro, los cuales se colocan 

posteriormente en el citómetro. El instrumento cuenta un total de 10000 eventos, luego, la suspensión 

celular circula por el sistema hidráulico, de tal manera que las células pasan individualmente por la 

cámara de flujo. Aquí, un rayo de luz láser incide sobre ellas, produciendo dos tipos de dispersiones; 

una lateral y otra frontal. La dispersión lateral o Side Scatter (SS) proporciona información sobre la 

complejidad celular, mientras que la dispersión frontal o Forward Scatter (FS) indica cuál es el tamaño 

celular. A su vez, el yoduro de propidio emite fluorescencia, la cual será captada por el sistema óptico 

(detectores de fluorescencia) para su posterior análisis (Figura 9)30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema general del funcionamiento de un citómetro de flujo. 

Extraído de la página web abcam41. 
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3.5. Análisis de apoptosis por citometría de flujo 

El objetivo de este ensayo es definir si las fenotiazinas (TFP y TRD) activan el proceso de muerte celular 

programada en las líneas celulares U87MG y LN229. Para ello, se procederá a detectar la presencia de 

fosfatidilserina en las células apoptóticas con el kit Alexa Fluor® 488 annexin V/Dead Cell Apoptosis de 

Thermo Fisher®. 

La apoptosis se diferencia de la necrosis o de otros tipos accidentales de muerte por una serie de 

cambios morfológicos y bioquímicos, como la fragmentación del contenido nuclear y la pérdida de la 

asimetría de la membrana plasmática. La cara externa de la membrana plasmática está formada 

principalmente por fosfolípidos neutros como la fosfatidilcolina (PC) y la esfingomielina (SM), mientras 

que la cara interna está compuesta por fosfolípidos cargados negativamente como la fosfatidilserina 

(PS) y la fosfatidiletanolamina (PE). 

En las células apoptóticas, se produce una translocación de la PS desde la cara interna de la membrana 

plasmática hasta la cara externa. Este fenómeno marca a la célula como alterada, por lo que es, 

posteriormente, reconocida por los macrófagos y las células dendríticas para ser eliminada31. 

El componente principal del kit es la anexina V, una proteína anticoagulante dependiente de calcio, la 

cual tiene una gran afinidad por los fosfolípidos ácidos, concretamente por la PS. La anexina V está 

conjugada a un fluoróforo muy brillante y fotoestable, el isotiocianato de fluoresceína (FITC). De este 

modo, cuando la anexina V se una a la PS de las células apoptóticas podrá ser detectada. 

Por otro lado, el kit incluye una solución de yoduro de propidio (PI), el cual únicamente podrá unirse 

al DNA de las células apoptóticas. Después de la tinción con Alexa Fluor® 488 annexin V y PI, se puede 

proceder a mirar el nivel de apoptosis utilizando el citómetro de flujo (COULTER® EPICS® XL™ Flow 

Cytometer) a una excitación de 488 nm (Figura 10). 

Figura 10. Representación de la acción de la anexina V y del yoduro de propidio en una 

célula normal, en un estadio temprano de la apoptosis y en un estadio tardío de la misma. 

En primer lugar, se observa que ni la anexina V ni el yoduro de propidio pueden actuar sobre 

una célula normal. Por otro lado, cuando la célula inicia el proceso de apoptosis, expone los 

residuos de PS, por lo que la anexina puede unirse al fosfolípido y de esta manera emitir 

fluorescencia (debido a FITC). Finalmente, en estadios tardíos de la apoptosis, además de 

producirse la translocación de la PS, también se producen otros cambios a nivel de membrana 

plasmática, como su fragmentación. Por consecuencia, el yoduro de propidio puede entrar al 

interior celular y unirse al DNA. Extraído de la página web Dojindo42. 
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De esta manera, podremos identificar las células que se encuentran en una apoptosis temprana (serán 

únicamente anexina V positivas), las que presenten una apoptosis tardía (anexina V y PI positivas) y las 

células vivas (negativas en ambos)32. 

Para la realización del análisis se siembran 150000 células en placas p60. Para cada una de las líneas 

celulares de glioma (U87MG y LN229) se preparan 7 condiciones: Control, Trifluoperazina 10 µM, 12,5 

µM y 15 µM y Tioridazina 7,5 µM, 10 µM y 12,5 µM. 

Las células se recogen a las 48 horas del tratamiento. Al igual que para el experimento de análisis del 

ciclo celular, en este ensayo también se tiene que guardar (en un tubo Falcon de 15 ml) el medio de 

cultivo, porque en él es donde se encuentran las células apoptóticas. Seguidamente, se tripsinizan las 

células y se inactiva al enzima con medio. La suspensión celular se introduce en el mismo tubo, el cual 

se centrifugará 5 min a 1800 rpm.  

El sobrenadante se descarta, y el pellet se resuspende con PBS en frio para volver a realizar una 

centrifugación con las mismas condiciones. Finalmente, a este pellet (formado por células vivas y por 

células apoptóticas) se le adicionan los componentes del kit (Annexin Binding Buffer (ABB), Alexa Fluor 

488 annexin V y la solución de IP) en las proporciones correspondientes. Se incuba durante 15 minutos 

a temperatura ambiente y se le vuelve a añadir ABB para poder leer finalmente en el citómetro de flujo 

a 488 nm.  

3.6. Análisis estadístico 

Los datos se presentan como medias ± error estándar (SD). La significancia estadística se determina 

mediante una extensión del software GraphPad (QuickCalcs), con la realización de la prueba t-Student. 

Esta prueba proporciona un p-valor por cada par de conjuntos de valores comparados (en este caso: 

control y tratamiento), a través del cual podremos determinar si las diferencias son estadísticamente 

significativas. Éstas se indican de la siguiente manera: 

 p-valor < 0,05: Diferencia significativa (*) 

 p-valor < 0,01: Diferencia muy significativa (**) 

 p-valor < 0,001: Diferencia extremadamente significativa (***) 

 

4. Resultados. 

4.1. Efecto sobre la viabilidad celular de Trifluoperazina, Clorpromazina, Perfenazina y Tioridazina 

en líneas celulares de glioblastoma. Cálculo de la IC50. 

Para investigar el posible efecto de las fenotiazinas sobre líneas celulares de glioblastoma, se llevaron 

a cabo estudios de viabilidad celular. Para ello, se realizó una curva dosis-respuesta de cada uno de los 

fármacos en cada una de las dos líneas celulares. En ella, se representan los valores de viabilidad 

obtenida en porcentaje (tomando como 100% al control) respecto del logaritmo decimal de la 

concentración del fármaco (Figura 11).  
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Figura 11. Gráficas de viabilidad celular de U87MG y LN229 frente a la actividad de TFP, CP, PF y 

TRD. (A) Curvas dosis-respuesta de un tratamiento con TFP, CP, PF y TRD de 48h en LN229. Se 

representa la media con el error estándar del porcentaje de viabilidad celular con respecto al 

logaritmo decimal de la concentración utilizado en cada caso (1,25 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 

µM, 40 µM y 80 µM). Cada gráfico es resultado de 5 resultados independientes. (B) Curvas dosis-

respuesta de un tratamiento con TFP, CP, PF y TRD de 48h en U87MG. Se representa la media con 

el error estándar del porcentaje de viabilidad celular con respecto al logaritmo decimal de la 

concentración utilizado en cada caso (1,25 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM, 40 µM y 80 µM). Cada 

gráfico es resultado de 5 resultados independientes. *, p-valor < 0,05; **, p-valor < 0,01; ***, p-

valor < 0,001 (t-Student) de cada una de las dosis con respecto el control. 

A. 

B. 
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Los datos obtenidos muestran que el perfil de viabilidad de LN229 producido por tioridazina y 

perfenazina es casi idéntico. Por otro lado, en el rango comprendido entre 1,25 µM y 10 µM (en la 

gráfica: entre -6 y -5 log (M)), trifluoperazina ejerce un menor efecto citotóxico sobre LN229 que 

tioridazina y que perfenazina. Finalmente, clorpromazina presenta una curva dosis-respuesta un poco 

más desplazada hacia la derecha, esto significa que ejerce un menor efecto sobre la viabilidad celular 

en comparación con los otros 3 derivados de fenotiazinas probados. 

En U87MG, tioridazina y perfenazina producen un perfil similar de viabilidad, como sucedía en LN229, 

a pesar de que, en esta línea celular, tioridazina ejerce un mayor efecto citotóxico, ya que su curva está 

un poco más desplazada hacia la izquierda. Además, de igual modo que en LN229, clorpromazina 

disminuye la viabilidad de U87MG de una manera menos determinante que tioridazina y perfenazina. 

Así mismo, se observa que clorpromazina ejerce el mismo efecto en ambas líneas celulares, ya que sus 

curvas son idénticas. Finalmente, la curva dosis-respuesta más diferente es la producida por 

trifluoperazina. A dosis bajas, entre 1,25 µM y 5 µM, la droga parece no influir sobre la viabilidad de 

este tipo celular. No obstante, al aumentar paulatinamente la concentración del fármaco se observa 

una disminución marcada de la viabilidad celular, indicando que es a una dosis concreta cuando 

empieza a ejercer su efecto citotóxico.  

El hecho de que trifluoperazina ejerza un efecto tan diferente en los dos tipos celulares de glioblastoma 

hace que nos planteemos repetir más veces el experimento. Además, los errores que se obtienen en 

la determinación de la viabilidad en LN229 son muy grandes en comparación con los que se obtuvieron 

en U87MG. Es por esta razón, que probablemente la curva dosis-respuesta de trifluoperazina en LN229 

tendría que ser más semejante a la de U87MG.  

Además, se determinó la IC50 de trifluoperazina, clorpromazina, perfenazina y tioridazina en las líneas 

celulares U87MG y LN299 (Tabla 3). La IC50 es la concentración de un compuesto necesaria para reducir 

la población celular al 50%. Es un indicativo del potencial antiproliferativo del fármaco33. 

  

 

 

 

 

Los resultados obtenidos corroboran lo comentado anteriormente para la Figura 11. Además, las IC50 

muestran que las fenotiazinas ejercen un mayor efecto citotóxico sobre la línea celular LN229, a 

excepción de tioridazina y clorpromazina, que parecen afectar de igual modo a ambas líneas. En 

cualquier caso, se confirma que las fenotiazinas antipsicóticas probadas disminuyen la viabilidad 

celular de LN229 y de U87MG.  

 

Valores IC50 (µM) LN229 U87MG 

Trifluoperazina 5,35 ± 0,7 11,03 ± 0,67 

Clorpromazina 8,28 ± 0,9 8,42 ± 1,16 

Perfenazina 4,54 ± 0,47 5,59 ± 0,85 

Tioridazina 4,9 ± 0,64 4,89 ± 1,17 

Tabla 3. Valores de IC50 de TFP, CP, PF y TRD para LN229 y U87MG. Para cada fármaco, se 

representan las medias en µM con sus respectivas desviaciones estándar. Se hicieron 5 

experimentos independientes con cada fármaco, sobre cada una de las dos líneas celulares. 
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4.2. Análisis de la actividad caspasa. 

El evento bioquímico principal que se produce durante la apoptosis es la activación un grupo de cisteín-

proteasas específicas de aspartato o, también denominadas, caspasas. Son varias las caspasas que se 

activan durante las fases de inicio y de ejecución de la muerte celular programada.  

Para poder determinar si la reducción de la viabilidad celular se debe a la activación de la apoptosis, 

se procede a realizar un ensayo de actividad de las caspasas 3/7 de las líneas celulares LN229 y U87MG 

tratadas con trifluoperazina y tioridazina a 5 µM, 10 µM y 20 µM (Figura 12).  
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Figura 12. Análisis de la actividad caspasa. (A) Representación gráfica de la actividad caspasa de 

U87MG en un tratamiento a corto tiempo (24h) con TFP y TRD a 5 µM, 10 µM y 15 µM. (B) 

Representación gráfica de la actividad caspasa de LN229 en un tratamiento a corto tiempo (24h) 

con TFP y TRD a 5 µM, 10 µM y 20 µM. Cada gráfico es resultado de 2 experimentos independientes. 

A. 

B. 
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Los datos obtenidos muestran que, a concentraciones crecientes del tratamiento, tanto trifluoperazina 

como tioridazina, incrementan la actividad de las caspasas 3/7, en ambas líneas celulares. En U87MG, 

se observa que la actividad caspasa a 20 µM de TFP/TRD es el triple que la que se detecta en las células 

control. No obstante, en LN229 y a esa misma dosis, la actividad caspasa registrada es ligeramente 

superior, llegando a cuadruplicar la actividad basal que se detecta en las células no tratadas. Por otro 

lado, no se evidencian diferencias significativas entre ambos fármacos. 

4.3 Análisis del ciclo celular por citometría de flujo 

Con la finalidad de investigar cómo las fenotiazinas antipsicóticas afectan a la distribución del ciclo 

celular, U87MG y LN229 fueron tratadas a una concentración de 7,5 µM y 10 µM de TRD y TFP 

respectivamente, a 24 y 48 horas.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sub-G1   0,8% 

G1           54,08% 

S             16,62% 

G2/M     25,74% 

 

24h 48h 

7,5 µM Tioridazina 

Control LN229 

24h 48h 

10 µM Trifluoperazina 

Sub-G1   0,98% 

G1           60,8% 

S             17,42% 

G2/M     17,54% 

 

Sub-G1   2,7% 

G1           57,3% 

S             16,72% 

G2/M     21,72% 
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S             16,3% 

G2/M     16,6% 

 

Sub-G1   1,52% 

G1           58,44% 

S             14,8% 

G2/M     23,82% 

 

Figura 14. Efecto de TFP y TRD en perfil de ciclo celular de la línea celular LN229, analizado por 

citometría de flujo.  Las células LN229 fueron incubadas con una concentración de 10 µM y 7,5 µM 

de TFP y TRD respectivamente, durante 24h y 48h. En el momento pertinente se recogieron y, el 

DNA nuclear, fue analizado por citometría de flujo como se explica en el apartado de materiales y 

métodos. Se muestra la distribución del ciclo celular para cada condición experimental. El 

experimento se realizó 5 veces y los resultados que se muestran son los más representativos. 
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En ambas líneas celulares se observa una ligera tendencia a arresto en fase G1. En LN229 (Figura 14), 

tanto a 24h como a 48h, los dos fármacos producen un perfil similar. A 24h, incrementa ligeramente 

el número de células en fase G1 (indistintamente si ha crecido con TFP o con TRD) y, de manera 

inversamente proporcional, se registra una disminución de la población celular presente en las fases S 

y G2/M. Sin embargo, a 48h, la distribución del ciclo celular vuelve a ser bastante parecida al control, 

a pesar de que el número de células presentes en la fase G1 sigue siendo ligeramente superior. 

Así mismo, en U87MG (Figura 15), los perfiles de ciclo celular obtenidos después del tratamiento, son 

bastante parecidos entre sí. En este caso es más notable el arresto en fase G1 (15% más de células en 

comparación con el control), resultado de una disminución de la población celular presente en las fases 

S y G2/M. No se aprecia una gran diferencia en los diferentes tiempos de duración del tratamiento. 

Teóricamente se esperaba un mayor arresto en fase G1 y un mayor número de células en la fase Sub-

G1. Como no se ha visto un cambio significativo al aumentar el tiempo de tratamiento, una posible 

estrategia futura sería aumentar la dosis de los fármacos, para ver de una forma más clara el efecto de 

las fenotiazinas antipsicóticas. 
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G2/M     24,54% 
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G1           75,26% 

S             6,44% 

G2/M     16,4% 
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G1           70,62% 

S             4,58% 
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S             7,36% 

G2/M     15,1% 

 

24h 48h 

10 µM Trifluoperazina 

24h 48h 

7,5 µM Tioridazina 

Control U87MG 

Figura 15. Efecto de TFP y TRD en perfil de ciclo celular de la línea celular U87MG, analizado por 

citometría de flujo.  Las células U87MG fueron incubadas con una concentración de 10 µM y 7,5 

µM de TFP y TRD respectivamente, durante 24h y 48h. En el momento pertinente se recogieron y, 

el DNA nuclear, fue analizado por citometría de flujo como se explica en los materiales y métodos. 

Se muestra la distribución del ciclo celular para cada condición experimental. El experimento se 

realizó 5 veces y los resultados que se muestran son los más representativos. 
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4.4 Análisis de la apoptosis por citometría de flujo 

Además de la actividad caspasa, la apoptosis de las líneas celulares U87MG y LN229 inducida por TFP 

y TRD (48h), se determinó por citometría de flujo. Para ello, se utilizó el kit Alexa Fluor® 488 annexin 

V/Dead Cell Apoptosis comentado en el apartado de materiales y métodos.  
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Figura 16. Efecto de TFP y TRD en la apoptosis de la línea celular LN229, analizado por citometría 

de flujo.  Las células LN229 fue tratada con TFP a 10 μM, 12,5 μM y 15 μM y con TRD a 7,5 μM, 10 

μM, 12,5 μM a 48h.  El eje de abscisas muestra la tinción Anexina – FITC y el eje de coordenadas 

hace referencia a la tinción con yoduro de propidio; Cuadrante inferior izquierdo (LL): células 

viables; Cuadrante inferior derecho (LR): células apoptóticas tempranas; Cuadrante superior 

izquierdo (UL): células necróticas, cuadrante superior derecho (UR): células apoptóticas tardías. 
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El análisis y la cuantificación de la muerte celular de LN229 (Figura 16) y de U87MG (Figura 17) por una 

doble tinción de Anexina V/Yoduro de propidio, demuestra que las fenotiazinas antipsicóticas 

probadas inducen, de una manera dependiente a la concentración, el mecanismo de apoptosis.  
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Figura 17. Efecto de TFP y TRD en la apoptosis de la línea celular U87MG, analizado por 

citometría de flujo.  Las células U87MG fue tratada con TFP a 10 μM, 12,5 μM y 15 μM y con TRD 

a 7,5 μM, 10 μM, 12,5 μM a 48h.  El eje de abscisas muestra la tinción Anexina – FITC y el eje de 

coordenadas hace referencia a la tinción con yoduro de propidio; Cuadrante inferior izquierdo (LL): 

células viables; Cuadrante inferior derecho (LR): células apoptóticas tempranas; Cuadrante 

superior izquierdo (UL): células necróticas, cuadrante superior derecho (UR): células apoptóticas 

tardías. 
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Parece ser que la línea celular LN229 es más sensible a TFP (llegando a registrarse un 72,3% de muerte 

celular cuando la concentración es de 15 μM), mientras que U87MG lo es más a TRD (64,76% de muerte 

celular a 12,5 μM). 

En LN229, a la misma concentración del tratamiento (10 μM y 12,5 μM), TFP y TRD ejercen un efecto 

citotóxico similar. Mientras que en U87MG, a 10 μM se observa un 10% más de muerte que con TFP y 

a 12,5 μM un 32% más. En cualquier caso, TFP y TRD activan la apoptosis en ambas líneas celulares de 

glioblastoma.  

 

5. Discusión  

Recientemente, se ha centrado la atención en los fármacos antipsicóticos como una posible estrategia 

para el tratamiento de uno de los tumores más agresivos y con peor pronóstico: el GMB. Hay tres 

motivos principales que hacen a este tipo de fármacos unos buenos candidatos: (1) Son capaces de 

atravesar la barrera hematoencefálica; (2) Se ha demostrado que los pacientes esquizofrénicos en 

tratamiento presentan un menor riesgo de desarrollar cáncer; (3) los fármacos antipsicóticos son 

capaces de revertir, o al menos en parte, la expresión génica característica de las células cancerosas.  

A partir de esta idea, el objetivo principal del presente trabajo, fue la caracterización los efectos de las 

fenotiazinas (un tipo de fármaco antipsicótico) sobre líneas celulares de glioblastoma.  

5.1. Las fenotiazinas (trifluoperazina, clorpromazina, perfenazina y tioridazina) reducen la 

viabilidad de las líneas celulares de glioblastoma U87MG y LN229. 

Los datos obtenidos evidencian que las fenotiazinas, concretamente los cuatro derivados probados 

(TFP, CP, PF y TRD), disminuyen marcadamente la viabilidad de las líneas celulares de glioblastoma 

(U87MG y LN229). El efecto citotóxico de las fenotiazinas se ve influenciado por las modificaciones en 

su estructura química. Por ello, se observa que aquellas sustituciones que se producen sobre el anillo 

de la molécula y que incrementan la hidrofobicidad de la misma (por ejemplo, -Cl de clorpromazina y 

perfenazina; -SCH3 de tioridazina; -CF3 de trifluoperazina) confieren un mayor efecto citotóxico.  

Por otro lado, otra manera de potenciar la actividad anticancerígena de las fenotiazinas consiste en 

modificar la longitud de la cadena aminoalquilo y cambiar el tipo de amina terminal. De esta manera, 

se ha detectado que aquellos derivados de fenotiazinas que presentan 4 carbonos en el puente alquilo 

y un grupo piperazina (TFP y PF) o piperidina (TRD) presentan un mayor potencial antiproliferativo y 

son capaces de reestablecer la sensibilidad celular frente a los citostáticos16.  

Estos conocimientos moleculares se han probado en estudios realizados con células leucémicas, donde 

se comprobó que un tratamiento con fenotiazinas producía un importante efecto citotóxico y 

antiproliferativo. Concretamente, se detectó que TRD y TFP eran las más potentes, seguidas de CP. En 

este tipo de tumor, los rangos de concentración que conllevan un mayor efecto, entre 5-10 µM, 

coinciden con los obtenidos en el presente trabajo, para glioblastoma (Figura 11)34. 
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5.2. Trifuoperazina y tioridazina inducen la apoptosis en las líneas celulares de glioblastoma 

U87MG y LN229. 

Seguidamente, se postuló que la supresión de la proliferación y del crecimiento celular se podía deber 

a un aumento de la apoptosis. Para comprobarlo, por un lado, se determinó la actividad caspasa y, por 

otro lado, el grado de fosfatidilserina presente en la membrana externa de las líneas celulares U87MG 

y LN229 tratadas con TFP y TRD, mediante el marcaje con anexina V.  

Con respecto a la actividad caspasa, se observa un aumento ligero, de 3 a 4 veces a la concentración 

20 µM, en comparación con las células control, en ambas líneas celulares (Figura 12). Así mismo, en el 

presente trabajo, se ha demostrado que tanto TFP como TRD, promueven la apoptosis de LN229 y de 

U87MG de una manera dependiente de la concentración (Figuras 16 y 17). 

En estudios realizados en células cancerosas de cérvix (HeLa) y endometrio (HEC-1-A), se ha observado 

que tioridazina promueve la activación de la caspasa 3 y, ésta, cataliza la proteólisis de la Poli ADP 

ribosa polimerasa (PARP), proteína implicada en la reparación celular35. Así mismo, en un estudio 

realizado con células de glioblastoma (concretamente U87MG), también se ha observado un 

incremento significativo de la concentración de caspasa 3 fragmentada, es decir activada, así como de 

PARP escindida, a las 24h posteriores de un tratamiento con tioridazina (los resultados se observan 

claramente a 15 µM). 

En ese mismo estudio, se ha demostrado que tioridazina también promueve la autofagia en células de 

glioblastoma. Este fármaco tiene como diana la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR. Esta vía está 

implicada en el crecimiento celular, en la apoptosis y en la regulación de la autofagia y, normalmente, 

se encuentra desregulada en un extenso número de tipos tumorales diferentes. Concretamente, se ha 

demostrado que tioridazina inhibe la fosforilación de PI3K impidiendo su actividad catalítica. Como 

consecuencia, Akt, una de sus principales dianas downstream, no se podrá fosforilar, es decir, que 

permanecerá inactiva.  

Una de las dianas de Akt es AMPK (proteína quinasa activada por AMP), sobre la cual ejerce un efecto 

inhibidor. En la situación comentada, es decir, en ausencia de Akt activo, AMPK podrá actuar. El 

incremento de AMPK fosforilada es uno de los resultados que se obtienen en dicho estudio. Es por 

ello, que se postula que las células de glioblastoma activan la autofagia de una manera dependiente 

de AMPK, ya que cuando se activa, promueve la fosforilación y posterior escisión de Beclin1, el cual 

producirá la ruptura proteolítica de la caspasa 8 activando tanto la autofagia como la vía extrínseca de 

apoptosis22.  

Por otro lado, el mecanismo por el cual trifluoperazina induce la apoptosis no está del todo dilucidado. 

En un estudio realizado en líneas celulares de adenocarcinoma de pulmón, otro tipo de tumor sólido, 

se observó, a través de una tinción PI-Anexina V, que TFP inhibía la proliferación celular mediante la 

inducción de la apoptosis, y que la progresión de este fenómeno está asociada a una disrupción de los 

filamentos de actina. Además, se detectó la presencia de cuerpos apoptóticos, así como un elevado 

grado de condensación nuclear36.  
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5.3. Trifluoperazina y tioridazina promueven un arresto en la fase G1 del ciclo celular de U87MG 

y LN229. 

Finalmente, se procedió a observar qué efecto tenían las fenotiazinas antipsicóticas sobre el perfil de 

ciclo celular de LN229 y de U87MG. Los resultados obtenidos (Figura 14 y 15) muestran una ligera 

tendencia a arrestarse en la fase G1. No obstante, en cuanto al mecanismo de muerte celular 

programada, este experimento coincide con el de Anexina V, ya que a las concentraciones probadas 

(7,5 µM TRD y 10 µM de TFP) una población pequeña de células activa la apoptosis. 

Por ello, de la misma manera que en el experimento de Anexina V, se requeriría repetir el análisis del 

ciclo celular a una mayor concentración de TFP y TRD y así, observar si aumenta la población de células 

en la fase Sub-G1. 

Se han realizado estudios de ciclo celular en otras líneas tumorales. En HeLa y HEC-1-A, se ha visto que 

tioridazina modula la regulación de la progresión del ciclo celular a través de la vía PI3K/Akt/mTOR, 

induciendo un arresto en la fase G1. De esta manera, se bloquea una de las principales vías implicadas 

en el crecimiento tumoral y la metástasis. 

Por otro lado, se observó que tioridazina inhibía la ciclina D1 y CDK4 (moléculas implicadas en la 

transición de la fase G1-S del ciclo celular) e incrementaba la expresión de p21 y p27 (inhibidores de la 

CDK4 y CDK2 respectivamente37). Así mismo, también se ha demostrado que la expresión de la ciclina 

A y de CDK2, reguladores de la transición S-M, disminuye en un tratamiento con tioridazina y, que 

CDK1 y la ciclina B1, los cuales regulan la progresión de la fase G2-M, están inhibidos. De esta manera, 

se demuestra que tioridazina induce, a varios niveles, el arresto del ciclo celular en la fase G1
35. 

Por otro lado, está bien dilucidado el papel de trifluoperazina (el segundo derivado probado en este 

ensayo) como antagonista de la calmodulina, por lo que bloquea todas las respuestas fisiológicas 

dependientes de calcio, como la regulación de la proliferación celular.  

En diversos estudios, se ha demostrado que TFP inhibe la proliferación celular en varios tipos de 

tumores, concretamente a través de Egf-1. Éste, es un supresor tumoral y, por lo tanto, juega un papel 

importante en la apoptosis, en el crecimiento y diferenciación celular. Además, se ha visto que su 

expresión está suprimida en varios tipos de tumores, como glioblastoma (U87MG), cáncer de mama 

(MDA MB-231) y fibrosarcoma (HT1080). Estudios realizados con células de glioblastoma (U87MG 

concretamente) han determinado, que TFP, a nivel transcripcional, induce la expresión de Egf-1. Este 

hecho, promueve que la célula sea más sensible al arresto en la fase G1 porque se produce una 

disminución de la expresión de ciclina D1. Se postula que el déficit de ciclina D1, inducido por Egf-1, se 

produce a través de la inhibición de PI3K38. 
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6. Conclusiones 

Las principales conclusiones que se extraen de este trabajo son: 

1. Las fenotiazinas antipsicóticas (TFP, CP, PF y TRD) disminuyen la viabilidad celular de las líneas 

celulares de glioblastoma (U87MG y LN229). 

2. Las fenotiazinas probadas presentan una IC50 del orden de 4,5-11 µM, siendo TRD la más 

efectiva. No se aprecian diferencias significativas entre las dos líneas a excepción de TFP, con 

un valor de IC50 menor para la línea LN229. 

3. TFP y TRD inducen la apoptosis en las líneas celulares de glioblastoma U87MG y LN229, de 

una manera dependiente de concentración. 

4. TFP y TRD promueven un ligero arresto en la fase G1 del ciclo celular de U87MG y LN229. 

Los resultados obtenidos sugieren que los fármacos antipsicóticos, como las fenotiazinas, podrían ser 

unos candidatos interesantes como adyuvantes quimioterapéuticos en el tratamiento de GMB. 
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