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Resumen

El cancer es una patologia que ha concentrado por muchos afos, una
gran atencion y constante investigacion en busqueda de nuevos farmacos para su
tratamiento. Con el objeto de desarrollar nuevas terapias contra esta enfermedad,
analizamos el potencial antineoplasico de dos nuevos compuestos organicos: 4,4-
Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-1-ona (DHN) y 9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-
1(4H)-antraceno (DHA). En primera instancia estudiamos el efecto de estos
compuestos sobre la proliferacion de células tumorales humanas U937 y K562,
mediante el método de exclusién del colorante azul de tripan. Los resultados
mostraron en ambas lineas celulares que DHN y DHA provocaron una disminucién
de la viabilidad en forma dosis-dependiente, con selectividad sobre células
tumorales y no sobre células normales (PBMC) con un ICsp a 72 horas de 7,96 uM
para DHA y 40,39 uM para DHN en U937 y de 0,68 uM para DHA y 32,10 uM para
DHN en K562. Sabiendo que sefales proinflamatorias favorecen el proceso
carcinogénico, se estudio el efecto que tendrian ambos compuestos sobre la
expresion de Cox-2 en células U937, previamente diferenciadas a macréfago con
TPA y estimuladas con LPS. Los inmunowesterblot mostraron una disminucion de la
induccion y expresion de dicha enzima por accion de DHA a una concentracion de
10 uM.

Mediante ensayos de viabilidad se observé que ambos compuestos
en combinacién con extractos naturales no exhiben mayor efecto inhibitorio sobre la
viabilidad; sin embargo, con indometacina un antiinflamatorio conocido, se potencia
el efecto inhibitorio que tiene DHA. Por otra parte, mediante citometria de flujo se
midi6 el efecto de DHN y DHA sobre el potencial de membrana mitocondrial con
rodaminal23 y la generacibon de ROS mediante CM-H,DCFDA. Los resultados
muestran una despolarizacion de la membrana por accion de ambos compuestos en
especial por DHA y una baja generacién de ROS por parte de ambos.

Dado que las células NK constituyen un importante mecanismo de
defensa antitumoral, se evalu6 el efecto de DHN y DHA sobre la actividad citotoxica
mediada por células NK midiendo la liberacion de °Cr desde células blanco K562,
Los resultados indicaron que ambos compuestos no alteran la respuesta normal de

las células NK.
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De acuerdo a estos resultados podemos inferir que DHA y DHN
ejercen una importante accion antitumoral inhibiendo la proliferacion de células
tumorales. Sin embargo el efecto de DHA es mayor al de DHN, esto podria
explicarse probablemente debido a un efecto citotoxico mediado por la
despolarizacion de la membrana mitocondrial, y/o inhibiendo la respuesta
proinflamatoria mediada por Cox-2, sin generacion de especies reactivas por parte

de ningun compuesto y sin afectar la respuesta inmune innata.
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SUMMARY

Anti-tumor action by 4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno- 1 ona (DHN) and 9,10-
dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-anthracene (DHA)."

Cancer is a pathology that has concentrated, a great deal of attention
in biological research aimed principally to find new drugs for its treatment. For this
reason we decided to study the antitumoral effects of two new organic compounds:
4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-1-ona (DHN) and 9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-
dihidro-1(4H)-anthraceno (DHA). In the first place we studied the effect of these
compounds on the proliferation of two human tumor cells lines, U937 and K562,
using the trypan blue dye exclusion method. Our data showed a decrease on the cell
viability in a dose-dependent manner. Tumor cell lines resulted more sensitive to
these compounds. Thus the IC50 values were 7.96 uM for DHA and 40.39 uM for
DHN in U937; 0.68 uM for DHA and 32.10 uM for DHN in K562. Interestingly PBMC
viability was not affected by these compounds.

It has been shown that proinflammatory signals favor the carcinogenic
process. Thus we evaluated the effect of DHN and DHA on the in vitro LPS-induced
COX-2 expression. Our results showed that both compounds partially inhibited LPS-
induced expression of COX-2. A 60 % and 80% suppressed expression of COX-2
were observed by DHN and DHA respectively. On the other hand, these compounds
in combination with anti-inflammatory natural plants extracts did not shown any
additive effect upon tumour cell viability. Nevertheless, indometacina a well known
antiinflammatory drug, in combination with DHA increased the tumour cell citotoxicity
effect. In order to understand the mechanism of action of these compounds we
evaluated whether the mitochondrial membrane potential of K562 cells could change
due to DHA and DHN. Our results showed that treatment with both compounds
induced a depolarization of the mitochondrial membrane as assessed with
rhodaminel123. Moreover, the depolarization induced by DHA was higher than DHN.
On the other hand, when we study the effects of DHA and DHN on the intracellular
formation of reactive oxygen species no ROS generation was detectable by any of
these compounds. Morover our findings show that both compounds could protect
from ROS at 25 pM.
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NK cells constitute an important mechanism of antitumor defense. For
this reason it is desirable that DHN and DHA did not affect at all the NK cell function.
Thus, NK citotoxic activity was measured using the °>!Cr release assay from the
target cell K562. Our results indicated that neither DHA nor DHN affected NK
citotoxic activity.

According to these results we can conclude that DHA exerts an
important antitumor upon U937 and K562 tumor cells, probably due to the
depolarization of the mitochondrial membrane, and/or inhibiting the expression of
Cox-2, without generation of reactive species and without affecting the innate

immune response.



1.- Introduccion

Céancer se define como una patologia caracterizada por la activacion de
genes especificos (oncogenes) e inactivacion de genes que suprimen variables que
finalmente desencadenan condiciones para activar una célula tumoral; la célula
cancerigena adquiere una proliferacion descontrolada, capacidad de metastasis y una
alta capacidad de evasion del sistema inmune, caracteristicas que dan a la célula
tumoral una ventaja frente a una célula normal.

El desarrollo tumoral asi como caracteristicas de la respuesta
inflamatoria, estan muy relacionados (Balkwill F. et.al., 2001; Coussens L. et. al., 2002;
Punchard N. et. al., 2004; Sporn M. et. al., 1986). Muchas investigaciones hablan de la
estrecha relacion que existe entre una inflamacién crénica y desarrollo tumoral,
algunos ejemplos de esta relacion se ve en patologias como: Virus papiloma, cancer
cérvico uterino, y eso6fago, infeccién por Helicobacter Pilori, adenocarcinoma gastrico,
cirrosis hepatica, algunos tipos de carcinoma y cancer pulmonar (Munger K. et. al.,
2002; Castle P. et.al.,, 2001; Syrjanen K. et. al., 2002; Hillerman M. et. al., 2004;
Manninga C. et. al., 2002). Muchas propuestas sefialan que la respuesta inflamatoria
no solamente favorece el desarrollo de tumores, sino también una defensa frente a la
respuesta del sistema inmune contra la presencia de células tumorales. Lo que nos
lleva a concluir que muchos mediadores celulares y moleculares que participan
activamente en la respuesta inflamatoria ejercen una funcién en el proceso
oncogénico; un ejemplo de esto es que varias citoquinas inflamatorias tienen
importancia en el crecimiento y viabilidad de éstas células tumorales (Meyer-Siegler K.
et. al., 2004).

La inflamacion es una respuesta fisioldgica localizada y protectora de los
tejidos vascularizados frente a algun dafio, en donde mediadores solubles y celulares
cumplen una importante funcién, tanto en la respuesta aguda como en el
establecimiento de una inflamacion cronica. La respuesta inflamatoria se caracteriza
principalmente por la activacion de procesos mediados por células tales como: el
reclutamiento de leucocitos al sitio dafiado y la activacién de células del sistema
inmune y células propiamente inflamatorias. Los procesos inflamatorios también estan

regulados por mediadores solubles tales como citoquinas, quimioquinas, componentes



del complemento, mediadores lipidicos e intermediarios reactivos de oxigeno y de
nitrégeno y moléculas de adhesion que participan en la comunicacion célula-célula
(Ward C. et. al., 2000). En el caso en que la inflamacion alcanza su grado cronico,
puede producirse un desequilibrio en el fino balance de componentes que participan e
inducen la respuesta, llegando a provocar por ejemplo: proliferacion celular, adhesion
celular, neovascularizacion, diferenciacion celular, todos estos eventos de la respuesta
inflamatoria pueden a su vez favorecer el desarrollo de células malignas (tumorales)
(Park C. et. al., 2003; Felty Q. et. al., 2005). El proceso inflamatorio requiere de una
serie de pasos de sefializacion caracterizado por la aparicion de mediadores celulares
como son las Interleuquinas, que son captadas por receptores especificos de la célula
en donde se desarrolla una via transduccional en donde participan mediadores
moleculares como MAPK, TNF-a (Herlaar E. et. al., 1999) y la activacion del factor
transcripcional NF-kB; factor responsable de la regulacion de genes de IL-6, IL-12,
MIF-1, TNF-a y Cox-2 (Poynter M. et. al., 1998; Liang M. et. al., 2006). Se sabe que la
citoquina proinflamatoria IL-18 estimula la expresion del factor transcripcional HIF-1a,
involucrado en el desarrollo metastasico y que esta estimulacién es dependiente de la
activacion de NF-kB un factor activado por la accion de PI-3K y también por AKT.
Tanto IL-1B8, como TNF-a estan involucrados en la activacion de NF-kB relacionado
directamente con la activacion y expresion celular de la isoforma 2 de la enzima
ciclooxigenasa (Cox-2) (Jung Y. et. al., 2003; Barrios M. et. al., 1999; Berg D. et. al.,
2002).

La Ciclooxigenasa-2 (Cox-2) es una enzima que se ha visto altamente
expresada en cancer esofagico, cancer pulmonar, gastrico, colon, préstata, mama y
mesotelioma, y se sabe que su expresion favorece la tumorogénesis asi como su
inhibicion se relaciona con un efecto antineoplésico; lo que nos permite establecer un
puente de union importante entre lo que es la respuesta inflamatoria y el desarrollo de
un tumor. Como responsable de la biosintesis de las prostaglandinas inflamatorias, los
niveles de Cox-2 se pueden incrementar de diez a veinte veces durante la inflamacion;
especialmente en macréfagos, monocitos, membrana sinovial, condrocitos, fibroblastos
y células endoteliales (Romano M. et. al., 2003; Hong-Ping Y. et. al., 2005; Williams C.
et. al., 2000). Por esta razon se ha abordado recientemente el estudio de posibles

inhibidores de la expresion o activacion de Cox-2 para inhibir el crecimiento tumoral.



Algunos de estos inhibidores se han aislado de plantas medicinales como la Scutellaria
baicalensis (Zhang D. et. al., 2003) usada en la medicina tradicional china por sus
efectos antiinflamatorios por ejemplo; demostrando eficacia para inhibir el crecimiento
de células de cancer de cabeza y cuello.

La Ciclooxigenasa es una enzima bi-funcional, con actividad
dioxigenasa (formacién de PGG2) y actividad peroxidasa (transformacion de PGG2 a
PGH?2). Es esta actividad enzimatica global la que se denomina ciclooxigenasa (COX)
0 PGH sintetasa (PGHS). La PGH2 es inestable y puede ser transformada en
productos biol6gicamente activos, tales como PGs primarias (PGD2, PGE2, PGF2),
tromboxano A2 (TxA2), prostaciclina (PG12), dependiendo del tipo celular
comprometido. La ciclooxigenasa existe en dos isoformas conocidas, una constitutiva
Cox-1y otra inducible Cox-2. Cox-2 cataliza la formacién de prostaglandina E (PGE2) a
partir de 4cido araquidénico (Romano M. et. al., 2003; Barrios M. et. al., 1998; Mifflin R.
et. al., 2001). Las prostaglandinas cumplen una importante funcién fisiol6gica como
inductores en la agregacion plaquetaria y hemostasis. La principal diferencia entre las 2
isoenzimas esta en la regulacién de su actividad enzimatica. Son codificadas por genes
separados localizados en distintos cromosomas 9 y 1 para Cox-1 y 2 respectivamente,
gue son regulados en forma diferente en las células. Sin embargo, presentan ciertas
caracteristicas comunes ya que su estructura es similar, presentando una homologia
del 60% y que conservan regiones importantes para la funciéon enzimatica (Romano M.
et. al., 2003).

Se puede considerar a Cox-1 como una enzima constitutiva, presente en
la mayoria de los tejidos y que estaria involucrada en la mantencion de las funciones
fisiol6gicas, tales como la regulacién del metabolismo renal del H,O y sodio Na*, la
secrecion de &cido gastrico y la hemostasis. Cox-2 de 604 aminoacidos, y de peso
molecular cercano a 70 Kda. Es inducida principalmente por estimulos mitogénicos o
inflamatorios como citoquinas (especialmente IL-1 a y B), factores de crecimiento,
hormonas o factores tumorales (Romano M. et. al., 2003). La induccién de Cox-2 es
muy rapida, transitoria y puede ser cuantitativamente muy importante (Hillerman M. et.
al., 2003; Nagano S. et. al.,, 2001; Suo-Lin F. et. al., 2005; Berg D. et. al., 2002;
Tegeder I. et. al., 2001; Wang T. et. al., 2004). El estudio de terapias antitumorales esta

abordando la factibilidad de detener el crecimiento de células tumorales mediante la



inhibicion de sefiales proinflamatorias, en especial inhibir Cox-2 (Rigas B. et. al., 2005);
ya que como se menciond anteriormente esta sobreexpresada en distintos tipos de
tumores.

La destruccion selectiva de células tumorales sin afectar a células
normales es un punto importante. Muchos compuestos sintetizados y aislados de la
naturaleza tienen como objetivo atacar principalmente procesos de carcinogénesis. En
general las drogas antitumorales se clasifican en agentes que dafian el DNA,
antimetabolitos, inhibidores del ciclo celular, analogos de nucleétidos e inhibidores de
topoisomerasas (Herr I. et. al., 2001 ; Alderden R. et. al., 2006). También hay formas
de inducir apoptosis de la célula tumoral mediando dafio al DNA, falla en componentes
de membrana y desbalance de proteinas celulares que provocan un stress celular
(Opipari A. et. al.,, 2004; Park J. et. al., 2003; Castello L. et. al., 2005). Asi, el
mecanismo apoptoético de la célula constituye un blanco de accién farmacologica, y
donde el conocimiento de la funcién mitocondrial resulta vital en este proceso. La
mitocondria es un organelo que juega un papel fundamental en la sintesis de ATP,
metabolismo oxidativo y particularmente apoptosis (Modica J. et. al., 2002; Lizard G. et.
al., 1995). Este organelo es capaz de llevar a cabo complejas reacciones metabdlicas
gue llevan a la formacion de energia en forma de ATP, mediante el desarrollo de
reacciones de 6xido reduccién, mediante la relacion de procesos como Ciclo de Krebs
desarrollado en la matriz mitocondrial y fosforilacion oxidativa en donde aparece la
cadena transportadora de electrones realizada en la membrana interna en donde
intervienen los principales transportadores electronicos NADH y FADH,. Mediante la
cadena transportadora de electrones donde participan los complejos enzimaticos (I, Il,
I, IV) la mitocondria crea las condiciones necesarias de potencial de transmembrana
mitocondrial (traducidos en la concentracion de cargas positivas y negativas a ambos
lados de la membrana mitocondrial), mediante la accion de los complejos |, Il y IV
capaces de trasladar protones hacia el espacio intermembrana; logrando formar la
gradiente de protones (fuera de la membrana interna). Esta diferencia provoca una
diferencia de potencial necesaria para la formacién de ATP mediante el accionar de un
quinto complejo (ATP sintasa) (Modica J. et. al., 2002; Lizard G. et. al., 1995; Tan S. et.
al., 2006). En células tumorales se ha visto que el metabolismo mitocondrial esta

altamente activo, ya que como estas células estdn en constate crecimiento y



proliferacion, demanda una alta actividad metabdlica (Modica J. et. al., 2002; Falchi A.
et. al., 2005; Scaduto R. et. al., 1999). La apoptosis mediada por la mitocondria esta
gatillada por distintas sefiales como: especies reactivas de oxigeno, dafio al DNA
nuclear, cambios en el potencial transmembrana con la consecuente liberacion de
citocromo ¢ (Krysko D. et. al., 2001; Falchi A. et. al., 2005; Kiritoshi S. et. al.,2003;
Sanchez-Alcazar J. et. al., 2001); éstas promueven sefiales proapoptéticas como Bax y
Bcl-2, proteinas que activan cascadas de sefalizacion donde participan caspasas
donde finalmente la Caspasa-3 inicia un proceso degradativo del material genético, el
comienzo del proceso apoptotico. (Modica J. et. al.,2002; Pallis M. et. al., 2001)

La investigacion en quimioterapia busca compuestos que destruyan la
célula maligna mediante la intervencién de su metabolismo. Algunos de origen sintético
y otros de origen natural atacan distintos blancos dentro de la célula tumoral. La
sintesis de nuevos compuestos que sirvan para inhibir el crecimiento de células
tumorales es la tarea. Muchos compuestos quimicos como las antraquinonas son
conocidos por actuar a nivel del DNA, intercalandose en él, provocando la muerte
celular (Alderden R. et. al., 2006). Estas moléculas (antraquinonas) también conocidos
como: “agentes intercalantes derivados de antraquinonas”; son descritos también como
inhibidores de la cadena transportadora de electrones mitocondrial, inhibidores de la
respiracion celular, desacopladores de la fosforilacion oxidativa o causantes del déficit
de ATP que provoca una serie de eventos que conllevan a la célula a la muerte (Falchi
A. et. al., 2005; Kiritoshi S. et. al., 2003; Araya R. et. al., 2006; Araya R., Delgado T.
et.al., 2002). A partir de esta idea se han sintetizado dos compuestos con esperable y
deseable caracteristicas antineoplasicas: 4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-I-ona
(DHN) vy  9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-antraceno  (DHA).  Estos
compuestos fueron estudiados sobre lineas celulares: carcinoma de raton (TA3), una
variante resistente a drogas TA3-MTX-R (Araya R. et. al., 2006; Araya R., Delgado T.
et.al., 2002).
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Por otro lado estudios quimicos y farmacolégicos han demostrado la
existencia de muchas moléculas nuevas en especies naturales (o plantas), un ejemplo
de esto es la especie Mullinun, en donde se ha encontrado mediante la extraccion con
éter de petroleo un diterpenoide denominado Mulinano (Loyola et. al., 1990), el Acido
mulin—11,13—dien—20-oico (M2). Este compuesto fue extraido de especies nativas de la
Cordillera de los Andes y algunos resultados experimentales sefialan a este como
compuesto con propiedades antiinflamatorias presentando un efecto inhibitorio sobre el
acido araquiddénico cercano a un 56 %, lo que se consideré como una alta actividad
antiinflamatoria (Salinas J., 2004; Calderén J., 2003; Gutierrez P., 2005). Otro extracto
extraido de Buddleja Globosa (Matico), usado folcléricamente para curar heridas,
presenta alta capacidad antioxidante y antiinflamatoria, y con capacidad estimuladora
en el crecimiento de fibroblastos (Mensah A., 2001; Houghton P., 2005).

Por estas razones se decidi6 estudiar en la presente memoria las
caracteristicas antineoplasicas y antiinflamatorias de los compuestos 4,4-Dimetil-5-8-
dihidroxinaftaleno-l-ona (DHN) y 9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-antraceno
(DHA); ademas mediante viabilidad; evaluar su efecto en combinacion con extractos
naturales: Matico y Acido mulin—11,13-dien—-20-oico (M2) (diterpenoide extraido de
Mullinum crossifolium) (Loyola et. al., 1990; Mensah A. et. al., 2001; Houghton P. et. al.,
2005) ambos con un efecto antiinflamatorio observado experimentalmente. Lo descrito
permite iniciar la investigacion, observando, evaluando y analizando en definitiva, que
efecto poseen sobre dos lineas celulares: leucemia mieloide humana U937 y linea
celular de eritroleucemia derivada de leucemia mieloide cronica K562; los compuestos
4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-l-ona (DHN) y 9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-
1(4H)-antraceno (DHA) observando el comportamiento de éstos sobre: viabilidad
celular, potencial mitocondrial, generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
expresion de Cox-2; y evaluando ademas sobre la viabilidad, que efecto provoca la
combinacién de ambos compuestos, con M2, Matico y un antiinflamatorio conocido
(Mei Li D. et. al., 2000; EIli Y. et. al., 2001).

En la busqueda de nuevas moléculas con potencial accion
antineoplasica es fundamental evaluar sus posibles efectos adversos. En este sentido
es deseable que una terapia antitumoral no afecte la respuesta inmune. En relacion a

las células tumorales, una importante arma defensiva la constituyen las células NK.



Pertenecientes a una subpoblacién de linfocitos que ejercen una accion citotéxica
contra células tumorales. Fenotipicamente identificadas por la expresion de moléculas
de adhesion CD56 (Chace J.H., et. al., 1997; Garcia P. et. al., 1999; Xian-Song W. et.
al., 2005); las células NK son capaces de reconocer antigenos definidos y también se
ha descrito que las Células NK reconocen a las células tumorales por que éstas son
capaces de no expresar el MHC (Montelli T. et.al., 2000). Pueden responder a
distintos estimulos y pueden ademas expresar receptores de tipo activador como
inhibidor (Steven G. E. et. al., 2003). La estructura de estos tipos de receptores es muy
similar, sin embargo a nivel intracelular los componentes de cada uno pueden ser
diferentes, por ejemplo: a través de aminoacidos, el receptor puede estar asociado a
moléculas como ITAM (motivos de activacion basados en tirosina). Cuando estos son
activados se provoca la produccién de IFN-y. Por el contrario receptores inhibitorios
contienen estructuras ITIM que son de tipo inhibitorio. Algunos tipos de receptores son
miembros de la familia de inmunoglobulinas; en humanos por ejemplo un importante
receptor de este tipo es KIR (killer Ig-like receptor), cuyos genes estan codificados en
el cromosoma 6 en el sector conocido como Natural Killer Complex. (Mahajan S. et. al.,
2003 ; Tliba O. et. al., 2002; Steven G. E. et. al., 2003; Sandor F. et. al., 2005).

La funcién primaria es de tipo efectora. Las células NK son capaces de
producir y secretar IFN-y, TNF-a, GM-CSF y perforinas; activando asi otras poblaciones
celulares y distintas vias de respuesta frente a las células tumorales que presentan
marcadores antes mencionados que las NK son capaces de reconocer; fenbmeno que
es apoyado por la funcionalidad de los “Lipid raft”; reconocidos lugares que son como
el “puerto celular” en donde se desarrolla una “sinapsis” entre células NK y células
blanco; en los “Lipid Raft” hay receptores especificos TCR; proteinas de anclaje
estructurales, proteinas tirosina kinasas (PTKs), proteinas G; lo que permite realizar,
por ejemplo un proceso de transduccién de sefiales a través de fosfolipasa C; Zap70,
entre otros intermediarios (Zhenkun L. et. al., 2000; Jordan S. et. al., 2000; Chace J.H.,
et. al., 1997). Se ha descrito que la activacion de células NK esta mediada también por
citoquinas como IL-2, se ha propuesto también que células NK expresan al ser
expuestas a agentes patdgenos marcadores celulares de superficie asociados con la
activacion (receptores) y que desencadenan la produccion de IFN-y; también se sabe

gue hay células NK maduras e inmaduras que estan en una subpoblacion de células



gque esperan ser activadas. Sin dejar de lado la importancia del IFN-y se debe decir que
su produccién permite la activacion de otras poblaciones celulares que tendrdn como
objetivo destruir células patégenas, en este caso tumorales. Estas poblaciones pueden
ser células como: macréfagos y neutrofilos, que pueden aparecer en pequefas
cantidades pero con notable actividad especifica. (Steven G. E. et. al., 2003; Yun C. et.
al., 2005; Junkera A. et. al., 2003 ; Garcia-Pefiarrubia P. et. al., 1998; Jordan S. et. al.,
2000).



2.- Hipotesis

Los compuestos 4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-1-ona (DHN) y 9,10-
dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-antraceno (DHA) ejercen un efecto antitumoral
(accion citotoxica) sobre las lineas celulares humanas: U937 (leucemia mieloide
humana) y K562 (linea celular de eritroleucemia derivada de leucemia mieloide
cronica) mediante alguno de los siguientes mecanismos: generando especies reactivas
de oxigeno, alterando la cadena transportadora de electrones y/o inhibiendo ademas la
expresion de la enzima Cox-2; sin afectar el potencial citotéxico propio del sistema

inmune innato.

3.- Objetivos

3.1.- Objetivo General:

Analizar y evaluar el efecto citotéxico de los compuestos antineoplasicos 4,4-
Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-1-ona (DHN) y 9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-
1(4H)-antraceno (DHA) sobre las lineas tumorales humanas U937 y K562.

3.2.- Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de los compuestos DHN y DHA, sobre la viabilidad celular
de lineas tumorales (leucemia mieloide humana U937, eritroleucemia
derivada de leucemia mieloide crénica K562) y de células normales PBMC

(células mononucleares de sangre periférica).

2. Analizar el efecto citotoxico de la accion combinada de: Indometacina,
Mulinano (M2), un diterpenoide derivados de Azorella yareta y un extracto
de alcohdlico de Buddleja globosa, (Matico); con los compuestos

antineoplasicos DHN y DHA, sobre las lineas celulares U937 y K562.
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Evaluar el efecto sobre la expresion de Ciclooxigenasa-2 (Cox-2), en células
U937 previamente diferenciadas con TPA, por parte de los compuestos
DHN y DHA.

Medir la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por parte de
los compuestos DHN y DHA, sobre células K562 y células normales,
mediante citometria de flujo utilizando Diclorofluorecina diacetato (CM-
H.DCFDA).

Evaluar el efecto de DHN y DHA, sobre el potencial mitocondrial de células
de eritroleucemia derivada de leucemia mieloide crénica K562, mediante

citometria de flujo utilizando Rhodaminal23.

Analizar el efecto de los compuestos DHN y DHA, sobre la actividad de

células Natural Killer (NK), de sangre periférica de donantes normales.
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4.- Materiales y Métodos

4.1.- Reactivos

Los compuestos: 4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-1-ona (DHN) y 9,10-
dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-antraceno (DHA); fueron proporcionados por el
Dr. Ramiro Araya, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile. Mulinano (M2), un diterpenoide derivados de Azorella yareta (Proporcionados
por la Dra. Carla Delporte) y un extracto de alcohdlico de Buddleja globosa (Matico),

(Proporcionado por la Dra. Maria E. Letelier).

4.2.- Cultivo celular.

Las lineas celulares (leucemia mieloide humana) U937, (eritroleucemia
derivada de leucemia mieloide crénica) K562 y células mononucleares de sangre
periférica (PBMC); fueron cultivadas en medio RPMI-1640, suplementado con 10%
suero bovino fetal (SBF) inactivado por calor; Glutamina 2 mM; penicilina-
estreptomicina 50 U/mL, gentamicina 50 pg/mL; mantenidas a 37° C en una atmosfera
humeda con 5 % de CO:.

4.3.- Viabilidad celular.

La viabilidad celular para las lineas celulares K562, U937 y PBMC fue
medida mediante la exclusion del colorante azul de tripan, cuantificando las células
viables utilizando placa de Newbauer. Los experimentos de viabilidad se llevaron a
cabo sembrando 8,0 x10° células en placas de 24 pocillos de fondo plano, utilizando
los compuestos 4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-l-ona (DHN) y 9,10-dihidroxi-4,4-
dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-antraceno (DHA) en concentraciones: 0,1; 1; 10; 50 y 100 pM,
preparadas a partir de una solucion stock de 100 mM. La viabilidad celular se evalu6 a

las 48 y 72 horas.
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4.4.- Efecto Combinado de los compuestos DHN y DHA mas antiinflamatorios
sobre viabilidad de células U937 y K562.

Para ver el efecto combinado antiinflamatorio-antineoplasico, evaluamos
la viabilidad celular usando la linea celular U937, mediante el método de exclusion del
colorante azul de tripan, cuantificando las células viables utilizando placa de Newbauer.
Se sembraron 8,0 x10° células en placas de 24 pocillos de fondo plano, utilizando los
compuestos 4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-1-ona (DHN) y 9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-
5,8-dihidro-1(4H)-antraceno (DHA) a concentraciones cercanas al ICso obtenido a 72
horas, en presencia o ausencia de un antiinflamatorio conocido como la Indometacina
(10 pg/mL) (Eli Y. et. al.,, 2001; Li D. et. al.,, 2005; Forslund C. et. al., 2003), un
compuesto diterpenoide derivados de Azorella yareta, denominado M2 (10 pg/mL); al
cual en estudios preliminares se le ha observado efecto inhibitorio sobre la expresion
de Cox-2 a esta concentraciébn y un extracto de alcohédlico de Buddleja globosa
(Matico), (en dilucion 1x10°%) también descrito previamente con un efecto

antiinflamatorio a esa concentracion. La viabilidad celular se evalu6 a las 48 y 72 horas.

4.5.- Expresion de Ciclooxigenasa-2 (COX-2).

Para estudiar el efecto sobre la expresion de la enzima Ciclooxigenasa-
2 (Cox-2) se utilizé la linea celular U937 diferenciadas a macréfago. Para ello 2,5 x 10°
células por placa, se cultivan por 3 dias con TPA en una concentracion de 10 nM,
luego se cambié el medio dejando las placas por 24 horas sin TPA. Posteriormente las
células U937 diferenciadas fueron estimuladas con LPS (100nM) y colocadas en
presencia de los compuestos 4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-1-ona (DHN) o 9,10-
dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-antraceno (DHA) por 24 horas a concentraciones
de: 0,1; 1 y 10 uM. Pasadas 24 horas, las células se lavan 3 veces con PBS frio.
Luego las células se resuspenden en 1 mL de PBS frio mas una mezcla de inhibidores
de proteasas (PMSF, OVA). En seguida se centrifuga a 5000 x g por 1 minuto, se
extrae el sobrenadante y al precipitado se agrega 100 pL de buffer de lisis RIPA, con
inhibidores de proteasas (PMSF, OVA). La lisis de las células se hizo por sonicacién y

posteriormente la cuantificacion de proteinas de hizo utilizando el método de Bradford
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(Bradford MM., 1976). Finalmente las muestras fueron diluidas en buffer de carga 2X,
en presencia de B-mercaptoetanol. Posteriormente las muestras, fueron analizadas
mediante electroforesis en condiciones desnaturantes (SDS — PAGE) con un gel
separador al 10 % y uno concentrador al 4%, preparados con acrilamida al 40 %
(proporcion 29:1 de acrilamida — bisacrilamida). La electroforesis se realizé a 60 voltios
constante. Una vez separadas las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa por una hora quince minutos a 110 voltios constante. La membrana de
nitrocelulosa se tifid con rojo Ponceau al 5% para determinar la eficiencia de la
transferencia de proteinas. La membrana de nitrocelulosa fue bloqueada con leche al
5% por 30 minutos. Una vez bloqueada la nitrocelulosa fue lavada con PBS para luego
dejar incubando la membrana con anticuerpo anti Cox-2 a una dilucién 1:200 y para -
actina a 1:5000 toda la noche a 4° C, en camara fria. Una vez terminado el tiempo de
incubaciéon las membranas son lavadas con PBS en presencia de Tween, PBS-T
0,05% para Cox-2 y PBS-T 0,1% para Actina. Una vez hecho los lavados se incuba
con el segundo anticuerpo anti Cox-2, Anti-Mouse una dilucién 1:2500 y Anti-Rabbit
para B-actina a 1:3000 durante 1 hora. Luego de lavar la nitrocelulosa se cuantifican las
proteinas mediante quimioluminiscencia por cinco minutos y se expuso a una pelicula
fotogréfica (Kodak). La intensidad de la sefial capturada se midié6 densitométricamente
con el programa USI y la cantidad de Cox-2 se expresO de manera relativa a la

intensidad de B-actina para cada muestra.

4.6.- Determinacion del Potencial Mitocondrial.

El efecto de los compuestos 4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-1-ona
(DHN) y 9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-antraceno (DHA) sobre el potencial
de membrana mitocondrial fue medido utilizando Rodaminal23. La incorporacion de la
sonda depende principalmente de dos caracteristicas: su caracter cationico y lipofilico,
que permite a la Rodaminal23 situarse en la mitocondria debido a su potencial de
membrana (debido a su carga). El potencial interno de la mitocondria es 2 a 3 veces
mas elevado que el de la membrana plasmatica, por lo que la acumulacion de la sonda
(Rodaminal23) es mayoritariamente mitocondrial. La sonda se fija también en una

menor medida en funcién de su solubilidad en la membrana interna de la mitocondria y
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en la matriz. Esta fijacion de potencial dependiente se acompafia de un quenching de
fluorescencia y de un ligero desplazamiento de los espectros de excitacién y emision,
se aprovecha este fendbmeno para efectuar medidas cuantitativas del potencial de
membrana. La Rodaminal23 posee la propiedad de suprimir la respiracion mitocondrial
por inhibicion del complejo V o ATPasa. (Juan G. et. al., 1994; Ferlini C. et. al., 1995;
Shapiro Hm. et.al., 1995; Modica J. et.al., 2002; Falchi A. et. al., 2005; Scaduto R. et.
al., 1999). Células K562 desde una placa de cultivo petri (70% confluencia) fueron
resuspendidas en HEPES y luego marcadas con rodaminal23 por 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente estas células fueron lavadas y luego incubadas
con concentraciones 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5y 10 uM de DHN o de DHA
durante 2 horas cuantificando los cambios de fluorescencia utilizando un Citdmetro de
Flujo (Becton - Dickinson). Los resultados es decir la disminucién del potencial
mitocondrial que se traduce con la disminucién de fluorescencia fue comparada,
analizados y graficados porcentualmente en funcion de Azida de Sodio (NaNs3) un
inhibidor del complejo IV de la cadena respiratoria de la membrana mitocondrial que
afecta el transporte de protones a través de la membrana, a una concentracién de 10
mM. El mismo ensayo se realiz6 en Células Mononucleares de Sangre periférica

(PBMC) realizado como control de células normales.

4.7.- Generacién de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

La generacion de ROS inducida por los compuestos 4,4-Dimetil-5-8-
dihidroxinaftaleno-1-ona (DHN) y 9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-antraceno
(DHA) fue medida por citometria de flujo, utilizando Diclorofluorecina diacetato (CM-
H.DCFDA), este marcador ingresa a la célula, donde es catalizado por la accion de una
enzima Esterasa, convirtiéndose en Diclorofluoresceina que se mantiene localizada en
el espacio intracelular donde al interactuar con una especie reactiva de oxigeno se
modifica generando fluorescencia; la cual es detectada y cuantificada mediante
citometria de flujo. Un niumero de células (70% confluencia) K562 fueron marcadas con
CM-H,DCFDA por 30 minutos, lavadas con medio HEPES. Luego fueron incubadas
durantes 4 horas con los compuestos a concentraciones de: 1; 10; 25 pM.

Posteriormente se cuantificd la generacibn de ROS mediante la generacion de

15



fluorescencia, expresando los datos en funcion de la fluorescencia emitida por el
control (situacion normal) asignandole un valor unitario; se efectu6 ademas un control
positivo para comprobar la generacion de ROS por parte de las células por accion de
H.O.y poder tener asi una referencia en el citbmetro y poder observar diferencias. Este
ensayo también se hizo en células mononucleares de sangre periférica (PBMC), como

control de respuesta a estos compuestos por parte de células normales.

4.8.- Ensayos de citotoxicidad NK

4.8.1.- Obtencion y tratamiento previo de células Mononucleares.

Para realizar este ensayo primero fue necesario aislar células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante la siguiente metodologia. 15 mL
de sangre se depositan lentamente sobre 7 mL de Ficoll-Histopaque y se centrifuga
por 30 minutos a 1500 rpm. Luego, se extrae la interfase correspondiente a las células
mononucleares y se diluyen en PBS estéril. Luego se lava tres veces centrifugando por
5 minutos a 1500 rpm. Las células son mantenidas en medio RPMI-1640,
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SBF). Posteriormente 1x10’ PBMC se
siembran en placas de 24 pocillos en presencia del compuesto 4,4-Dimetil-5-8-
dihidroxinaftaleno-1-ona (DHN) o 9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-antraceno
(DHA) en concentraciones de 0,1 y 1 uM, diluidas a partir de una solucién stock de 10

mM. Luego de 24 horas en cultivo se evalla la citotoxicidad mediada por células NK.

4.8.2.- Ensayo de Citotoxicidad.

Este ensayo cuantifica la cantidad de !Cr liberado desde una célula
blanco (K562) por contacto directo con una célula efectora (NK). Por lo tanto, previo al
ensayo, se procedi6 a marcar células K562, incubandolas con medio RPMI-1640
suplementado con Suero bovino fetal (SBF) al 10%, en presencia de Nay*CrO4 (100
HC/mL) durante 1 h. a 37° C. Las células marcadas fueron lavadas tres veces en PBS,
y resuspendidas en medio RPMI-1640/10% SBF. El ensayo de citotoxicidad se inicié

incubando 5000 células marcadas en placa de 96 pocillos y sobre ellas se adicionan
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PBMC manteniendo las siguientes relacion efector:blanco 30:1 y 50:1, durante 4 horas
a 37° C y 5% CO.. Finalmente la placa de cultivo se centrifuga a 1500 rpm por 10
minutos, luego se toma una alicuota de 100 pL del sobrenadante y se mide el **Cromo
liberado utilizando un contador y-Packard. Para la cuantificacion de la citélisis se
determind la lisis total (cpm;) que corresponde a las cpm liberadas al agregar 100 puL de
Triton-X100 al 10% sobre 100 pyL de células K562 y la lisis espontdnea (cpme) que
corresponde a las cpm liberadas por las células K562 durante el ensayo en presencia
de 100 pL de medio de cultivo. La actividad citotéxica se expresé como el % de lisis

especifica de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% Lisis Especifica = (cpm x — cpme / cpm; — cpme) X 100
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5.- Resultados

5.1.- Efecto de DHN y DHA sobre la viabilidad de las lineas celulares U937 y K562.

Para evaluar el efecto de 4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-1-ona (DHN)
y 9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-antraceno (DHA) sobre la viabilidad de
células tumorales, abordamos el estudio in vitro de estos dos compuestos sobre las
lineas celulares U937 y K562. Las células viables fueron cuantificadas mediante el
método de exclusion del colorante azul de tripan. En la Fig. 1 se observa que ambos
compuestos inducen una disminucién de las células viables en la linea celular U937 a
las 48 horas de cultivo. Este efecto resulté ser dependiente de la concentracion de los
compuestos, observandose claramente un mayor efecto por accion de DHA, donde el
ICso fue de 5,14 uM en comparacion con el ICso de DHN que fue de 28,20 uM, este

efecto en la viabilidad de la linea celular U937 es dosis-dependiente.

Efecto de DHN y DHA sobre viabilidad en U937 a 48 horas
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Fig. 1: Efecto de DHN y DHA sobre viabilidad celular de U937 a 48 horas. Los datos presentados
corresponden a porcentajes de células viables U937 (% + error SD) respecto al control en funcion de la
concentracion del compuesto DHN y DHA a 48 horas. Los resultados graficados corresponden al promedio

de 5 experimentos independientes, (* p < 0,05; calculado respecto al control).
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El efecto de ambos compuestos sobre la viabilidad de las células U937
también es dependiente del tiempo. De hecho, a las 72 horas de cultivo se aprecia una
mayor disminucion de las células viables particularmente a altas concentraciones de
ambos compuestos (Fig. 2). En estas condiciones DHA exhibe un ICso de 7,96 uM en

comparacion al valor obtenido con DHN que es de ICso 40,39 uM.

Efecto de DHN y DHA sobre viabilidad en U937 a 72 horas
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Fig. 2: Efecto de DHN y DHA sobre la viabilidad celular de U937 a 72 horas. Los datos presentados
son porcentajes de células viables U937 (% + error SD) respecto al control en funcién de la concentracion
del compuesto DHN y DHA a 72 horas. Los resultados graficados corresponden al promedio de 5

experimentos independientes, (* p < 0,05; calculado respecto al control).

Posteriormente se estudio el efecto sobre la viabilidad de la linea celular
tumoral de origen hematopoyetico K562. Podemos observar un efecto analogo al
observado en la linea celular U937. Sin embargo los valores de ICso calculados a las
48 horas son de 0,51 puM para DHN, mientras que para DHA 1,92 uM. A las 72 horas
los valores de ICso son de 32,10 uM para DHN y 0,68 uM para DHA, demostrando

también un efecto dependiente de la concentracion y del tiempo. (Fig. 3y 4)
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Efecto de DHN y DHA sobre viabilidad en K562 a 48 horas
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Fig. 3: Efecto DHN y DHA sobre viabilidad en K562 a 48 horas. Los datos presentados son porcentajes

de células viables K562 (% = error SD) respecto al control en funcién de la concentraciéon del compuesto

DHN y DHA a 48 horas. Los resultados graficados corresponden al promedio de 5 experimentos

independientes, (* p < 0,05; calculado respecto al control).
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Efecto de DHN y DHA sobre viabilidad en K562 a 72 horas
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Fig. 4: Efecto de DHN y DHA sobre viabilidad en K562 a 72 horas. Los datos presentados son
porcentajes de células viables K562 (% + error SD) respecto al control en funcién de la concentracion del
compuesto DHN y DHA a 72 horas. Los resultados graficados corresponden al promedio de 5

experimentos independientes, (* p < 0,05; calculado respecto al control).

El siguiente cuadro resume los valores de ICso obtenidos para las lineas
celulares U937 y K562 obtenidos a 48 y 72 horas de incubacion con los compuestos
DHN y DHA.

Tabla 1: Resumen de valores de ICso obtenidos por tipo de linea celular tumoral.

Linea celular | Compuesto | ICso (UM) 48 hrs | ICso (UM) 72 hrs

U937 DHN 28,20 40,39
DHA 514 7,96
K562 DHN 0,51 32,10
DHA 1,92 0,68

Los valores de ICso obtenidos representan la concentracion a la que se alcanza el 50%

del efecto inhibitorio maximo obtenido a 100uM.
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5.2.- Ensayos de Viabilidad sobre células mononucleares de sangre periférica.
(PBMC)

Para poder mostrar la especificad de los compuestos sobre células
tumorales y no sobre células normales, se evalu6 el efecto de DHN y DHA sobre la
viabilidad de células mononucleares de sangre periférica de donantes normales. Los
resultados muestran que ambos compuestos actlan principalmente sobre células
tumorales ya que la viabilidad de las células mononucleares no cambia
significativamente a 48 (Fig. 5). A las 72 horas (Fig. 6) solo se puede observar un
minimo efecto sobre la viabilidad celular, mas de un 80% de las células mononucleares
se mantienen viables luego de 72 horas con ambos compuestos. En cambio en las
mismas condiciones, a medida que aumenta la concentracibn de compuestos, se
observa un descenso en el porcentaje de células U937 y K562 viables, lo que nos dice

que las células tumorales son mas sensibles a estos compuestos.

Efecto de DHN y DHA sobre viabilidad en PBMC a 48 horas
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Fig. 5: Efecto de DHN y DHA sobre viabilidad en PBMC a 48 horas. Los datos presentados son
porcentajes de células viables PBMC (% + error SD) respecto al control en funcién de la concentracion del
compuesto DHN y DHA a 48 horas. Los resultados graficados corresponden al promedio de 3

experimentos independientes.
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Efecto de DHN y DHA sobre viabilidad en PBMC a 72 horas
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Fig. 6: Efecto de DHN y DHA sobre viabilidad en PBMC a 72 horas. Los datos presentados son

porcentajes de células viables PBMC (% + error SD) respecto al control en funcién de la concentracién del

compuesto DHN y DHA a 72 horas. Los resultados graficados corresponden al promedio de 3

experimentos independientes.
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5.3.- Efecto Combinado de los compuestos DHN y DHA mas antiinflamatorios
sobre viabilidad de células U937 y K562.

Dado que la expresion de algunos intermediarios proinflamatorios
favorecen el crecimiento de células tumorales (Park C. et. al., 2000; Felty Q. et. al.,
2005), se estudio el efecto de la accién combinada de los compuestos DHN y DHA con
compuestos con actividad antiinflamatoria descrita previamente. Ambos compuestos
fueron estudiados a concentraciones cercanas al ICsp a las 72 horas de experimentos
de viabilidad con U937 (10 uM para DHA y 40 puM para DHN). Los compuestos
antiinflamatorios usados fueron: indometacina (10 pg/mL) (Eli Y. et. al., 2001); M2 (10
ug/mL) (Gutiérrez P., 2005) y por Ultimo extracto de Matico en concentracion 1x10°.

En la Fig. 7 se puede observar que a 48 y a 72 horas no hubo inhibicion
de forma significativa de la viabilidad celular por parte de DHN en combinacién con
indometacina, M2 y Matico sobre las células tumorales. DHN, indometacina y M2 son
capaces de inhibir por si solos la viabilidad celular.

Efecto Combinado antineoplasico DHN - antiinflamatorio
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Fig. 7: Efecto combinado de DHN con indometacina, M2 y Matico a 48 y 72 horas. Los valores
corresponden a porcentajes de viabilidad obtenidos frente a la concentraciéon de cada compuesto (% *
error SD), utilizando a DHN (40 pM) valor cercano al ICsp a 72 horas previamente obtenido
experimentalmente. Los resultados graficados corresponden al promedio de 3 experimentos
independientes.
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Cuando observamos la combinacion (Fig. 8) de DHA con indometacina,
M2 y Matico vemos que el efecto inhibitorio es potenciado, este efecto sélo se ve a 48
horas; ya que a 72 horas el efecto combinado no es significativo sobre la viabilidad
celular. Segun lo observado indometacina y M2 por si solos son capaces de inhibir la
viabilidad. Por el contrario se observa que matico podria tener un efecto protector.

Efecto Combinado antineoplasico DHA - antiinflamatorio
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Fig. 8: Efecto combinado de DHA con indometacina, M2 y Matico, a 72 horas. Los valores
corresponden a porcentajes de viabilidad celular frente a la concentracién de cada compuesto (% + error
SD), utilizando a DHA (10 uM) valor cercano al ICso a 72 horas previamente obtenido experimentalmente.
Los resultados graficados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes. (x p < 0,05;

diferencia significativa calculada a partir de efecto combinado respecto a la accion de DHA solo).
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5.4.- Expresion de Ciclooxigenasa-2.

Se sabe que sefales proinflamatorias favorecen el proceso
carcinogénico. De hecho la expresion de la enzima (Cox-2) estd aumentada en algunos
tipos de tumores (Jung Y. et. al., 2003; Barrios M., Chadee K. et. al., 1998; Berg D. et.
al., 2002). Por este motivo estudiamos el efecto de DHN y DHA sobre la respuesta
inflamatoria. Evaluamos el efecto de ambos compuestos sobre la expresion de Cox-2 a
concentraciones 0,1; 1 y 10 uM en células U937, previamente diferenciadas con TPA y
estimuladas con LPS (100nM).

Cox-2

Compuesto DHN DHN DHN LPS DMSO DHA DHA DHA

Concentracion 0.1 1 10 10 1 0,1
(LM)

Figura 9 y tabla 2: En la Fig. 9 se observa un ejemplo de los films obtenidos luego del revelado de la
nitrocelulosa. La tabla 1 muestra las concentraciones utilizadas para ambos compuestos y como fueron

distribuidas las muestras en la electroforesis (segiin imagen superior).

La Fig. 9 muestra inmunowesterblot de Cox-2 de un experimento
representativo, observamos la induccién de LPS para todas las muestras a excepcion
del control sin induccién (control DMSOQO, control en que estan diluidos los compuestos),
y el efecto que tienen las distintas concentraciones de DHN y DHA. Al observar la Fig.
10 vemos que el efecto que tiene DHN sobre la expresion de Cox- 2 es una inhibicién
de la expresion que no es dependiente de la concentracién, por lo menos en el rango
estudiado en este experimento, sin embargo las diferencias respecto al control de LPS

son significativas. Datos obtenidos del promedio de 5 experimentos independientes.
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Efecto de DHN sobre expresion de Cox-2

I i
CT-DMSO CT-LPS  DHNO1pM+ DHN1pM+ DHN10 puM+
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Fig. 10: Efecto de DHN sobre la expresiéon de Ciclooxigenasa-2. La grafica representa la relacion Cox-
2/B-actina establecida por el analisis densitométrico realizado con el programa USI para las bandas de
Cox-2 y B-actina para el compuesto DHN (Unidades arbitrarias * error SD). Resultados corresponden al

promedio de 5 experimentos independientes (* p < 0,05 respecto al control LPS).

Por otro lado, en las mismas condiciones observamos que DHA inhibe la
expresion de Cox-2 inducida por LPS en las células U937 diferenciadas (Fig. 11). Esta
inhibicién es significativa y el mayor efecto se observa a la concentracién de 10 uM de
DHA (p = 0,001).
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Efecto de DHA sobre expresion de Cox-2
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Fig. 11: Efecto de DHA sobre la expresion de Ciclooxigenasa-2. Esta grafica representa la relacion
Cox-2/B-actina establecida por el analisis densitométrico realizado con el programa USI para las bandas
de Cox-2 y B-actina, para el compuesto DHA (Unidades arbitrarias + error SD). Resultados corresponden

al promedio de 5 experimentos independientes (* p < 0,05 respecto al control LPS).
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5.5.- Determinacion del Potencial Mitocondrial.

Antecedentes sugieren que el efecto antitumoral de este tipo de
compuestos podria estar relacionado a la funcidbn mitocondrial, inhibiendo la cadena
transportadora de electrones y/o provocando apoptosis. (Araya R. et. Al., Delgado T. et.
al., 2002; Krysko D. et. al., 2001; Falchi A. et. al., 2005; Kiritoshi S. et. al., 2003)

Por esta razén se decidié evaluar el efecto de DHN y DHA sobre el
potencial de membrana mitocondrial de células K562 de acuerdo a materiales y
métodos. Los cambios en la fluorescencia representan cambios en el potencial
mitocondrial y estos fueron cuantificados mediante citometria de flujo. Las siguientes
gréaficas representan los resultados de 3 experimentos independientes en que se mide
el potencial de membrana Mitocondrial, representado en funcién de Azida de Sodio;
donde la curva resultante fue colocada de forma lineal (logaritmo) para poder observar
aun mejor las diferencias.

En la Fig. 12 observamos el efecto despolarizante que ejercen los
compuestos DHN y DHA sobre el potencial mitocondrial en células K562, respecto a la
accion Azida de sodio (considerado como un 100% de despolarizacion del potencial de
membrana mitocondrial). Podemos observar que el compuesto DHA produce una
importante despolarizacion del potencial mitocondrial siendo ain mayor a los valores
observados para Azida. Por otro lado el compuesto DHN también ejerce un efecto
despolarizante. Sin embargo, en menor grado que el inducido por DHA, donde la

diferencia entre ambos es significativa (p < 0,05).
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DHN y DHA sobre potencial mitocondrial en K562
200,0 ~
% 150,0 —
o ’ ,-/"'Hf -
i
© ;0
5 R
o 5@.0 =
o]
o . — 0:6 .
o T 3
$ 0,001 091 - 41 1 10 ¢ DHN
= s -50,0
< - DHA
-100,0-- Logaritmica (DHA)
ConcentracionpM | ..., Logaritmica (DHN)

Fig. 12: Efecto de DHN y DHA sobre potencial mitocondrial en K562. La grafica representa porcentajes
relativos (eje Y) en funcion de un despolarizante o inhibidor de cadena transportadora de electrones
conocido como es la Azida de Sodio, versus la concentracién del Compuesto DHN y DHA (uM) (eje X),
sobre células K562. Datos obtenidos de 3 experimentos independientes; (* p < 0,05; comparaciéon hecha

entre ambos compuestos).

Teniendo en cuenta este resultado fue interesante evaluar el efecto de
ambos compuestos sobre el potencial mitocondrial de células normales, por lo cual se
utilizaron células PBMC. En la Fig. 13 observamos que ambos no tienen diferencia
entre si que sea significativa; sin embargo, ambos son capaces de despolarizar la
membrana mitocondrial a valores altos de concentracién, pero con un valor cercano al
50 % lo que permite resaltar la sensibilidad que poseen las células tumorales sobre la

normales.
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DHN y DHA sobre potencial mitocondrial de PBMC
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Fig. 13: Efecto de DHN y DHA sobre potencial mitocondrial de PBMC. La grafica representa
porcentajes relativos (eje Y) en funcion de un despolarizante o inhibidor de cadena transportadora de
electrones conocido como es la Azida de Sodio, versus la concentracion del Compuesto DHN y DHA (uM)
(eje X), sobre células PBMC. Datos obtenidos de 3 experimentos independientes.

A continuacién se presentan dos gréficos comparativos de cada
compuesto sobre células K562 y Células Mononucleares de sangre periférica (PBMC),
(Fig. 14) para DHN y (Fig. 15) para DHA. Los graficos muestran que comparando la
modificacion del potencial mitocondrial entre las células tumorales K562 con las células
normales PBMC por accién de ambos compuestos, en la fig. 14 se observa que DHN
tiene la capacidad de despolarizar células tumorales en mucho mayor grado que a
células normales y esta diferencia es significativa al ser comparadas. En la fig.15 es
posible apreciar que DHA tiene un efecto aun mayor de despolarizacion sobre células
tumorales que sobre PBMC, incluso esta diferencia es mucho mayor a la que se ve por
accion de DHN (Fig. 14). K562 muestra mayor sensibilidad frente a ambos compuestos
en comparacion a PBMC y que la sensibilidad por DHA es mucho mayor que la

mostrada por accion de DHN,
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Fig. 14: Despolarizacién de Membrana mitocondrial por efecto de DHN. La grafica representa

porcentajes relativos (eje Y) en funcidon de un despolarizante o inhibidor de cadena transportadora de

electrones conocido como es la Azida de Sodio, versus la concentracién del Compuesto. DHN (uM) (eje

X), comparando células K562 y PBMC. (* p < 0,05; comparacién hecha entre ambos tipos celulares frente

a DHN)
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Fig. 15: Despolarizacion de Membrana mitocondrial por efecto de DHA. La grafica esta de acuerdo a

porcentajes relativos (eje Y) en funcidon de un despolarizante o inhibidor de cadena transportadora de

electrones conocido como es la Azida de Sodio, versus la concentracion del Compuesto DHA (uM) (eje X),
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comparando células K562 y PBMC. (* p < 0,05; comparacion hecha entre ambos tipos celulares frente a
DHA)

5.6.- Generacion Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

Otro mecanismo mediante el cual se puede provocar un efecto citotdxico
en la célula lo constituye la generaciéon de ROS. Por ello se decidi6 evaluar la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) inducida por los compuestos DHN
y DHA. Esta fue medida por citometria de flujo, utilizando Diclorofluorecina diacetato
(CM-H.DCFDA) como sonda. En la fig. 16 se puede ver que ambos compuestos a
concentraciones 1, 10 y 25 puM, no generaron durante el tiempo de incubacién
generacion especies reactivas de oxigeno. Mas aun tanto DHN como DHA mostraron
una disminucién en los niveles de ROS generados a la concentracion de 25 uM, donde
la diferencia es significativa respecto del control (x p < 0,05). Esto nos permite concluir
que ninguno de los dos compuestos generan especies reactivas de oxigeno y
contrastando con esto, es probable que ambos compuestos puedan tener propiedades

atrapadoras (antioxidantes) de ROS.
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Fig. 16: Generacion de Especies Reactivas de Oxigeno en Células K562. Los valores obtenidos estan
representados como el nimero de veces de generacién de ROS respecto a un control normal de valor

unitario, versus la concentracioén de cada compuesto, al cabo de 4 horas, (unidades arbitrarias + error SD).
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Datos obtenidos del promedio de 3 experimentos independientes; (* p < 0,05; comparacion hecha en base

al control de valor unitario)

Cuando observamos comparativamente la capacidad de generar

especies reactivas de oxigeno (ROS) entre células tumorales K562 y células normales
PBMC por parte de DHN y DHA (Fig. 17 y 18), vemos que hay una tendencia a la
disminucion en la generacion de ROS en especial a concentraciones altas del

compuesto en ambos tipos de células.
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Fig. 17: Generacidon de Especies Reactivas de Oxigeno en Células K562 y PBMC por DHN. Los

valores obtenidos estan representados como el nimero de veces de generacion de ROS respecto a un

control de valor unitario, versus la concentracion del compuesto DHN; (unidades arbitrarias + error SD).
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Fig. 18: Generacion de Especies Reactivas de Oxigeno en Células K562 y PBMC por DHA. Los

valores obtenidos estan representados como el nimero de veces de generacion de ROS respecto a un

control de valor unitario, versus la concentracion del compuesto DHA; (unidades arbitrarias * error SD).
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5.7.- Actividad Citotéxica de Células NK.

Un importante mecanismo de defensa antitumoral lo constituyen las
células Natural Killer (NK). Las células NK corresponden a linfocitos granulares que
ejercen una accidn citotoxica sobre células tumorales que carecen de MHC-I. Cuando
se buscan compuestos con eventual capacidad antitumoral resulta conveniente que
esta accion no afecte de manera secundaria la funcion defensiva normal del organismo.
Por ello, se quiso estudiar si los compuestos DHN y DHA afectaban la actividad
citotoxica de las células NK. Para este efecto se utilizaron células K562 de acuerdo al
método descrito en materiales y métodos. Evaluamos el efecto de DHN y DHA a
concentraciones 0,1 y 1 uM sobre la actividad citotéxica mediada por células NK
extraida de sangre periférica de 6 donantes sanos. En el ensayo se mide la liberaciéon
de 5Cr desde células blanco K562 mediante un contador gama, graficando valores

porcentuales (% Lisis Especifica) calculados a partir de la siguiente férmula:

% Lisis Especifica = (cpm x — cpme / cpm; — cpme) X 100

Efecto de DHN 0,1 uM sobre actividad de NK
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Fig. 19: Efecto de DHN 0,1 pM sobre actividad de células NK. La grafica muestra el porcentaje de
actividad (Lisis especifica) (% + error SD), respecto a una situacion normal o control, para el compuesto

DHN a concentraciéon 0,1 uM, en relacion 50:1 y 30:1. Representacion del promedio obtenido de 6
experimentos independientes.
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Efecto de DHN 1 uM sobre actividad de NK
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Fig. 20: Efecto de DHN 1 uM sobre actividad de células NK. La grafica muestra el porcentaje de
actividad (Lisis especifica) (% * error SD), respecto a una situacion normal o control, para el compuesto
DHN a concentracion 1 pM, en relacién 50:1 y 30:1. Representaciéon del promedio obtenido de 6

experimentos independientes.

Para el compuesto DHN a concentraciones de 0,1 uM (Fig. 19) y 1 pM
(Fig. 20), no se observa diferencia significativa al compararlas con el control. En los 6
experimentos independientes se mantiene la tendencia de una respuesta normal de las
células NK, por lo que se puede concluir que DHN no afecta la actividad citotoxica de
las células NK.
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Efecto de DHA 0,1 uM sobre actividad de NK
40
35 -
30 A
8 25
k!
§ 20
< 15 A
10 A
5 -
0 T T T T
CT 30:1 DHA 0,1 uM, CT 50:1 DHA 0,1 uM;
30:1 50:1

Fig. 21: Efecto de DHA 0,1 puM sobre actividad de células NK. La grafica muestra el porcentaje de
actividad (Lisis especifica) (% * error SD), respecto a una situacion normal o control, para el compuesto

DHA a concentraciéon 0,1 puM, en relacion 50:1 y 30:1. Representacion del promedio obtenido de 6
experimentos independientes.
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Fig. 22: Efecto de DHN 1 pM sobre actividad de células NK. La grafica muestra el porcentaje de
actividad (Lisis especifica) (% + error SD), respecto a una situacion normal o control, para el compuesto

DHA a concentracion 1 pM, en relacion 50:1 y 30:1. Representacién del promedio obtenido de 6
experimentos independientes.
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Por otro lado al analizar el efecto de DHA a las mismas concentraciones,
0,1 uM (Fig. 21) y 1 uM (Fig. 22) sobre la actividad citotoéxica de NK; observamos que
DHA tampoco afecta la actividad citotoxica de las células NK. De acuerdo a estos
datos DHN y DHA no afectan la actividad citotdxica de las células NK (Datos obtenidos
de 6 experimentos independientes)
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6.- Discusion

En la presente Tesis se abordé el estudio de la capacidad antineoplésica
de los compuestos DHN y DHA. En un comienzo al evaluar la viabilidad celular se
demostré que ambos compuestos afectan la proliferacién celular de células K562 y
U937 de forma dosis dependiente y que ambos compuestos no afectan la viabilidad de
células normales PBMC. Esto lleva a pensar varias posibilidades de accion, la
intervencion mediante intercalacién de los compuestos sobre el material genético, un
efecto sobre la capacidad metabdlica de la célula afectando principalmente el
funcionamiento mitocondrial, produciendo especies reactivas que generarian un
proceso apoptotico, una despolarizacion de la mitocondria, o mediante la inhibicién de
mediadores celulares que forman parte del mismo metabolismo celular, son algunas
posibles respuestas. El experimento de viabilidad fue prioritario para esta investigacion
ya que de no obtener resultados acordes a una inhibicion de esta de forma significativa
conllevaria inmediatamente a la finalizacion de cualquier otro experimento. El hecho de
gue afecte a células tumorales y no a células normales se demostré tanto en los
ensayos de viabilidad, como de citotoxicidad mediada por células NK, lo que denoté
especificidad por parte de ambos compuestos.

Sabiendo que ambos compuestos tienen actividad antineoplasica cabe
estudiar el modo por el cual actian. Segun estudios anteriores que mencionan la
presencia de mediadores inflamatorios y expresion elevada de la enzima
Ciclooxigenasa Cox-2 en algunos tipos de tumores (Romano M. et. al., 2003; Hong-
Ping Y. et. al., 2005; Williams C. et. al., 2000), fue interesante estudiar la expresion de
Cox-2 en células U397 diferenciadas con TPA. Observamos que DHA es capaz de
inhibir aln mas la expresion de esta enzima de manera significativa a una
concentracion de 10 pM, lo que no ocurre con DHN, estableciendo ya una diferencia
importante entre ambos compuestos. Una probable respuesta es que DHN y DHA
pueden inhibir la viabilidad de células tumorales mediante la inhibicion de alguna via
metabdlica que comprenda la participacion de Cox-2, ya que como se describid
anteriormente esta esta sobreexpresada en algunos tipo de tumores y permite la

activacion de otras vias que pueden llevar a un proceso angiogénico, participe de un
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proceso metastasico. Con el ensayo de viabilidad del efecto combinado de DHN y DHA
con compuestos con actividad antiinflamatoria logramos observar que la viabilidad se
ve levemente potenciada, de forma estadisticamente significativa en los casos en que
se utiliza a DHA en combinacion con indometacina, M2 y en menor grado con Matico a
48 horas, lo que apoya la teoria de que mediadores proinflamatorios estan presentes y
activos en la proliferacion de células tumorales y no sobre células normales. Lo
anteriormente descrito sugiere que DHN y en especial DHA podrian afectar vias
transduccionales de procesos metabdlicos de células tumorales estimulados por
mediadores proinflamatorios que llevan a la expresiéon de Cox-2.

Cuando se analizé el comportamiento del potencial mitocondrial
mediante rodaminal23; ambos compuestos mostraron un efecto despolarizante mucho
mayor que el causado por azida de sodio, conocido despolarizador de membrana
mitocondrial mediante su efecto sobre el complejo IV de la cadena transportadora de
electrones mitocondrial (Lizard G. et. al., 1995; Tan S. et. al., 2006). Sabiendo ademas
gue la disipacion del potencial de membrana mitocondrial y la liberacién de citocromo C
desde la mitocondria aparecen como eventos claves durante el proceso apoptotico
(Krysko D. et. al., 2001) no se puede establecer con los resultados obtenidos el
mecanismo por el cual DHN y DHA realizan esta accién despolarizante ni menos
inhibitoria de la viabilidad, solo se puede decir que despolarizan la mitocondria, DHA en
mucho mayor grado que DHN con una diferencia significativa entre ellos (p < 0,05) y
gue mas aun, no afectan de forma significativa a células normales. Sin embargo,
también es importante sefialar que tanto DHN como DHA, en especial DHA; podrian
inhibir algunos de los complejos mitocondriales o desacoplar la estrecha relacién entre
los complejos y la gradiente de protones necesaria para la activacion del quinto
complejo que produce ATP. Esta idea tiene una base importante; el hecho de que
células tumorales tienen una alta tasa de crecimiento y proliferacion conlleva a suponer
que por esto mismo necesitan de mucha mayor cantidad de ATP para desarrollar su
actividad metabdlica, que sin duda, es mucho més elevada en comparacion a una
célula normal, lo que explicaria la baja despolarizacion obtenida con las células
normales PBMC, que no es significativamente importante. Esta teoria apunta a una
disminucion de ATP por los compuestos lo cual, podria ser aclarado mediante el

andlisis de los niveles de ATP producidos. (Gribble F. et. al.,2000 ; Drew B. et. al.,
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2003) Por otra parte, se sabe que pequefias cantidades ROS producidas por el
metabolismo normal de la mitocondria o presentes en el entorno, son capaces de
producir la activacion de vias transduccionales, en donde se incluye como blanco la
proteina activada por mitdbgeno (MAPK), al igual que NF-kB (Tegeder I. et. al., 2001)
relacionado directamente con la activacion y expresion celular de la enzima Cox-2
(Kiritoshi S. et. al., 2003; Jung Y. et. al., 2003; Barrios M. et. al., 1999; Berg D. et. al.,
2002). Por esta razon se evaluo finalmente la capacidad de generacion de ROS por
parte de ambos compuestos DHN y DHA, sobre las células K562 y PBMC esta Ultima
utilizada como control de células normales en donde se pudo observar diferencias
entre ambos compuestos. Los datos muestran que la generacion de ROS por ambos
compuestos es nula, de hecho graficamente es menor a la generacion basal de ROS.
Sorprendentemente a 25 uM ambos compuestos disminuyen ain mas los niveles de
ROS detectados, lo que podria deberse a propiedades antioxidantes o atrapadoras de
radicales libres. Por otro lado la generaciéon de ROS en PBMC es muy baja comparada
con las células tumorales, lo cual refuerza la idea de que ambos compuestos no
generan especies reactivas de oxigeno, sino que tal vez las atrapen, idea que debe ser
sin duda analizada a futuro con mayor profundidad.

DHN y en mayor medida DHA, son capaces de inhibir la viabilidad de
células tumorales sin necesidad de producir especies toxicas para la célula como ROS.
Queda aun abierta la posibilidad de que ambos compuestos actien sobre mas de un
objetivo celular: interrumpir el metabolismo normal de la mitocondria afectando la
polarizacion de su membrana e inhibir a la vez mediadores celulares que activen
moléculas necesarias para el crecimiento de células tumorales como es el caso de
Cox-2.

De acuerdo a lo descrito anteriormente el compuesto 9,10-dihidroxi-4,4-
dimetil-5,8-dihidro-1(4H)-antraceno (DHA), ejerce una mayor accion antitumoral en
comparacion a 4,4-Dimetil-5-8-dihidroxinaftaleno-1-ona (DHN), inhibiendo la
proliferacion de células tumorales, tanto de forma independientemente, como
potenciado con compuestos con actividad antiinflamatoria como indometacina. Este
efecto se llevaria a cabo mediante dos mecanismos probables: un efecto citotdxico
mediado por la despolarizacién de la membrana mitocondrial que llevaria a la célula

tumoral a apoptosis y/o inhibiendo la respuesta proinflamatoria mediada por Cox-2
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afectando la participacion de esta enzima en el crecimiento y metabolismo que implica
el desarrollo de células tumorales. Podemos concluir ademas que la accién de ambos
compuestos es llevada a cabo sin afectar la respuesta inmune innata representada por
la accion citotoxica de células NK sobre células tumorales, ni afectando la viabilidad de
PBMC. Estos datos refuerzan la idea de profundizar los estudios de ambos

compuestos como potenciales agentes quimioterapéuticos.

43



7.- Conclusiones

« DHN y DHA tienen un efecto inhibitorio en la viabilidad celular de lineas
tumorales U937 y K562 de forma dosis-dependiente.

« Dicho efecto citotdxico sobre la viabilidad celular afecta a células tumorales y no
a células normales PBMC, indicando que las células tumorales K562 y U937
son mas sensibles a la accidén de estos compuestos.

o El efecto combinado de DHN con indometacina, M2 y Matico sobre la viabilidad
celular es nula tanto a 48 como a 72 horas. Sin embargo al combinar DHA con
los compuestos antes mencionados observamos que el efecto sobre la
inhibicién de la viabilidad fue potenciado significativamente sélo a 48 horas.

o Los Inmunowesternblot demostraron que la expresioén de Cox-2, inducida por
LPS es inhibida por accién de DHN y DHA.

o DHN y DHA despolarizan la membrana mitocondrial en células K562, Este
efecto es mayor en el caso de DHA en comparacion a DHN.

o Células PBMC muestran mayor resistencia a la despolarizacion de membrana
mitocondrial mediado por DHN y DHA.

« DHN y DHA no generan Especies Reactivas de Oxigeno en células K562 ni en
PBMC.

« Ambos compuestos a altas concentraciones (25 puM) podrian actuar como
atrapadores de radicales libres.

« DHN y DHA no afectan la actividad citotoxica mediada por células NK de PBMC.
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