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RESUMEN

Estudio del efecto antineoplasico de nitroso aril dihidropiridinas

Los Analisis electroquimicos de nitrosos aril dihidropiridinas muestran que estos
compuestos pueden modificar los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS). Los
ROS son pro-oxidantes derivados del oxigeno que en concentraciones fisioldgicas
pueden estar involucrados en transduccién de sefiales, que durante un estrés oxidativo
se encuentran en exceso y pueden provocar danos a importantes funciones biolégicas
afectando la viabilidad celular. De hecho, el incremento en la produccién de ROS ha
sido implicado en muchos procesos fisiolégicos y patoldgicos incluyendo

envejecimiento y carcinogénesis.

Dada la importancia de estas especies, tanto en procesos normales como
patologicos, se estudid el potencial efecto antitumoral de estos nitrosocompuestos.
Para ello, se evalué el efecto de los nitrosoderivados sobre la viabilidad celular
utilizando las lineas de células tumorales (RAW, U937, K562) y células mononucleares
obtenidas desde sangre periféricas de donantes normales (PBMC), mediante ensayos
con el reactivo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolium (MTS). También se cuantificd el efecto sobre la generacién de ROS en
células tumorales y PBMC usando el marcador diclorodihidrofluoresceina diacetato
(DCFH-DA).

Ademas, debido a la importancia de la enzima COX-2 en el desarrollo de la
tumorogénesis, se evaluod el efecto de los nitrosocompuestos sobre la actividad de esta

enzima inducida in vitro por LPS.

Finalmente, se midié el efecto sobre la actividad citotéxica de las células Natural
Killer mediante el ensayo de liberacién de *'Cr desde células blancos radiomarcadas,
dado que las células NK representan una importante defensa del sistema inmune

innato contra células tumorales.



Nuestros resultados indicaron que los nitrosos aril dihidropiridinas generan un efecto
citotoxico dosis dependiente sobre las células tumorales. Sorprendentemente las
células PBMC muestran mayor resistencia al efecto de estos nitrosoderivados, lo cual,
se refleja en los ICso obtenidos de los analisis de viabilidad celular, donde los ICs para
células tumorales variaron entre 4-19 uM, en cambio, para células PBMC variaron
entre 43-63 uM.

Por otro lado, los resultados obtenidos de los experimentos de generacion de ROS
mostraron que los nitrosocompuestos aumentan los niveles de ROS en células K562,
pero no en PBMC. También, se observd una inhibicién de la expresion de COX-2
inducida por Lipopolisacarido (LPS) por efecto de los nitrosocompuestos. Ademas, la
actividad de las células NK no varié por accion de estos compuestos en ninguna de las

concentraciones analizadas.

Estos resultados sugieren que los nitrosocompuestos presentan citotoxicidad
principalmente sobre células tumorales la que podria estar mediada por generacion de
ROS. La inhibicién de la expresion de COX-2 potenciaria esta actividad antitumoral.
Ademas, al no afectar la actividad de las células NK mantienen activa la respuesta

antitumoral inmunolégica innata.

Los resultados obtenidos permiten concluir que los nitrosocompuestos presentaron
una importante actividad antineoplasica sin afectar de manera significativa la viabilidad
de las células mononucleares ni la Actividad citotoxica de células Natural Killer (ACNK).
Esto, asociado al efecto sobre COX-2, refuerza el potencial antitumoral de estos

compuestos lo cual apoya estudios adicionales para dilucidar su mecanismo de accion.



SUMMARY

Study of the antineoplasic effect of nitroso aril dihidropyridines

Electrochemical analisys of dihidropyridines show that these compounds can modify
intracellular levels of reactive oxygen species (ROS). ROS are pro-oxidating derivatives
of oxygen, which at physiological concentrations can be involved in signals
transduction. However, during oxidative stress, high levels of ROS have additional
unfavorable effects upon crucial biological function which can dramatically affect cellular
viability. In fact, increase in the production of ROS has been implicated in many human
disease processes, including aging and carcinogenesis.

Thus, due to the importance of nitrosocompounds, both in normal and pathological
processes, we decided to study the potential antitumoural effects of these derivatives.
For this reason we studied the in vitro effects of nitroso aril dihidropyridines on the
cellular viability of several tumour cells lines (RAW, U937, K562) and also in PBMC
using the reagent 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) assay. Besides, the intracellular generation of ROS
in the presence of nitrosocompounds in tumor cells and PBMC was measured with the
fluoroprobe CM-H, DCFDA (5-(and -6)-chloromethyl-2",7"-dichlorodihydrofluorescein
diacetate).

Because COX-2 plays an important role in carcinogenesis and its expression is
modulated by ROS we evaluated the effect of Nitrosocompounds on the in vitro
Lipopolisacarid (LPS)-induced expression of COX-2.

An important defense of the innate immune response against tumor cells is due to NK
cell function. Thus, we measured the effect of Nitrosocompounds on the natural killer
citotoxic activity of PBMC using the Cr® release assay.

Our findings indicate that the dihidropyridines derivatives produce a dose response
citotoxic effect on tumour cells. Surprinsingly, PBMC showed to be more resistance to
the effect of these nitrosoderivates. In fact the ICso values for tumour cells viability

varies between 4-19 uyM while for PBMC the ICso values ranged between 43-63 uM.



This result correlates with ROS generation were nitrosocopounds significantly raised
ROS levels in K562 cells, but not in PBMC.

Moreover, nitrocompounds induced an important inhibition of LPS induced-COX-2
expression in RAW cells. On the other side, NK cell activity of PBMC was not modified
by these composed.

These findings suggest that the nitrosoderivatives exerted a citotoxic effect mainly on
the tumour cell lines studied and that correlates with and increased ROS levels and an
inhibition of COX-2 expresion.

In conclusion these results indicates that nitrosoderivatives have a potential

antitumour activity.



I. INTRODUCCION

El estudio de reacciones electroquimicas en la interfase electrodo-solucién con
derivados del farmaco nitroaril-1,4-dihidropiridinas han mostrado que estos compuestos
actuan formando intermediarios REDOX activos in vivo donde el grupo nitro tendria un
rol principal. Estos nitroderivados presentan un grupo ArNO2 electroactivo capaz de
ser reducido formando el anién radical nitro (ArNO>"), especie que puede reaccionar
con oxigeno molecular formando especies pro-oxidantes de oxigeno. In vivo la

nitrorreduccién estaria catalizada por diferentes enzimas oxido-reductasas (1).

Nitrosocompuestos también obtenidos a partir de nitroaril-1,4-dihidropiridinas
presentan un patréon de reduccidon similar a los nitroderivados y su analisis
electroquimico en interfase electrodo-solucién mostré que estos nitrosoderivados

también forman intermediarios REDOX activos (2).

1.1. Nitrosocompuestos

En este trabajo se evalud los efectos antineoplasicos de diferentes nitrosoderivados,
m-nitroso isopropil dihidropiridina (NC3), p-nitroso isopropil dihidropiridina (NC4) vy
m-nitroso isometil dihidropiridina (NC7) (figura N°1). Estos nitrosoderivados presentan
diferentes sustituciones en la posicion 3 y 5 de la dihidropiridina y el grupo NO cambia

Su posicion relativa respecto a la Dihidropiridina (DHP)
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Figura N°1. Nitrosocompuestos derivados del farmaco nitroaril-1,4-dihidropiridinas

La reduccion del grupo NO en el anillo bencénico ubicado en la posicion 4 de una
DHP vy la formacion de radical ArNO-~ es un prerrequisito para su actividad bioldgica,
llegandose a afirmar que el parametro que define el potencial de reduccién de la dupla
ArNO / ArNO- es un indice muy apropiado para definir el tipo de propiedades
biolégicas de los diferentes nitrosocompuestos (3).

La importancia de las diferentes sustituciones presentes en los nitrosoderivados
radica en que permiten modificar el potencial de reduccion de la dupla ArNO / ArNO-.
Este potencial se ve afectado por la posicion relativa del grupo NO respecto a la DHP y
por el efecto estérico de los sustituyentes en las posiciones 3 y 5 de la DHP. El efecto
dador de electrones de la DHP afectara al grupo NO en las posiciones orto y para del
anillo bencénico, no existiendo este efecto en la posicion meta. El efecto estérico de los
grupos éster de las posiciones 3 y 5 de la DHP, es probable que saque el anillo
bencénico fuera del plano de conjugacion con la DHP, produciendo cambios en la
facilidad de reduccion del grupo NO, principalmente cuando este esta ubicado en la

posicién orto.



El analisis de compuestos que generan intermediarios REDOX in vivo y que pueden
interactuar con el Oxigeno generando o capturando especies reactivas derivadas de
oxigeno, resulta de gran trascendencia, debido a la importancia que tienen estas
especies reactivas en procesos fisioldgicos y patologicos. Estas especies pro-oxidantes
derivadas de oxigeno son inestables y altamente reactivas y reciben el nombre de
especies reactivas de oxigeno (Reactive oxygen species o ROS). Estas son
generadas por la reduccion equivalente del O, molecular, proceso que genera
sucesivamente el anion superdxido (O2- ), el peroxido de hidrégeno (H.0) y el radical
hidroxilo (OH-) (4) (Figura N°2).

|on radecal ki lan

Diowigon  gupertyigg 100 POrEXidD Owno . M
0, 2= 0; 2= 0 = 0o 0 = 0o
l lH‘ lEH* 2H’ lH‘ lEH‘
0, HO, H.0, HO  OH’ H.0
o Peidodo i o -

Figura N°2. Generacién de especies reactivas de oxigeno por reduccion secuencial univalente

del oxigeno molecular (23).

1.2. Especies Reactivas de oxigeno: Generacion y caracteristicas

La generaciéon de superoxido (O ) resulta de la reduccién del O, de un electrén
provocado por catalisis enzimatica o por escape electrénico, producto de varias
reacciones de transferencia de electrones (5). El efecto que genera el radical
superoxido se debe a su capacidad de reducir metales de transicion como el Fe*3,
actuar como un poderoso nucledfilo atacando centros positivos y como un agente
oxidante que puede reaccionar con componentes capaces de donar H* (6).

La dismutacion del radical superdxido (O2- ) genera perdxido de hidrégeno (H20z), y



corresponde a la forma mas importante de generacién de H>O- en células eucariontes
(5). Sin embargo, también puede ser formado directamente por reduccion de 2
electrones del Oz, en un mecanismo catalizado por flavoproteinas oxidasas, como por
ejemplo las deshidrogenasas o transhidrogenasas que reaccionan lentamente con O2
para formar principalmente H.O» (7). El peréxido de hidrégeno es considerado un
importante metabolito reactivo de oxigeno pero no es un radical propiamente tal. Su
efecto se explica por su capacidad oxidativa y ademas es una fuente de especies mas
reactivas y daninas como el hidroxilo (OH-) a través de una ruptura homolitica
dependiente de metales de transicion. A su vez, el radical Hidroxilo (OH-) representa
el radical reactivo de oxigeno mas poderoso ya que posee una alta afinidad por otras
moléculas y reacciona a una velocidad muy alta tanto con moléculas organicas como

inorganicas (6).

La actividad pro-oxidante de estas especies derivadas del oxigeno hacen que en
cantidades que sobrepasan a las normales sean fuertemente dafinas para la célula ya
que reaccionan con macromoléculas generando dafos estructurales irreversibles y

provocan la muerte celular (5).

1.3. Daiio a estructuras celulares

Una de las estructuras mas vulnerable a la oxidacion son las membranas celulares
debido a que poseen una alta concentracion de acidos grasos insaturados los cuales
son especialmente sensibles al ataque por radicales libres, principalmente radical
hidroxilo, a nivel de los dobles enlaces en sus cadenas hidrocarbonadas en un
fendmeno llamado lipoperoxidacion (8). La lipoperoxidacion ocurre en 3 etapas. La
etapa de iniciacion ocurre cuando el radical hidroxilo sustrae un atomo hidrégeno de un
grupo metileno del acido graso para dar lugar a un radical acido graso (el acido graso
retiene un electrén). Este nuevo radical en busca de su estabilidad se reordena vy
reacciona con oxigeno de los alrededores generando la forma radicalaria ROO-
Seguidamente, el ROO-, en busca de una pareja para su electron, ataca el lipido

vecino y da lugar a un nuevo radical acido graso, el cual se reordena y reacciona con



oxigeno formando ROOQO-, este nuevamente reacciona con el fosfolipido vecino y asi
sucesivamente (propagacion), creando una verdadera reaccion en cadena que dafia de
manera practicamente irreversible la membrana celular. La etapa de término ocurre

cuando interacciona el ROO- con otro radical o por efecto de un antioxidante (6,9).

Ademas de las membranas celulares, otras dos importantes macromoléculas son
especialmente sensibles a la accion de ROS, las proteinas y el DNA. Las proteinas
pueden recibir dafo directo o indirecto por el radical hidroxilo. Este dafio puede ser
peroxidacion, dafio a residuos de aminoacidos especificos por oxidacion lo que
promueve cambios en su estructura terciaria, degradacion, y fragmentaciéon. Esto
provoca una pérdida de la actividad enzimatica, alteraciones de funciones celulares,
cambios en el tipo y niveles de proteinas celulares, etc. Por su parte el OH- también
puede interactuar con el DNA generando una serie de dafos, siendo los mas
frecuentes modificaciones de bases del DNA, quiebres del DNA, pérdidas de purinas

(sitios apurinicos) y dafos al sistema de reparaciéon del DNA (6).

Numerosas investigaciones han concluido que el aumento de especies reactivas de
oxigeno estan involucradas en una variedad de fendmenos bioldgicos tales como
mutacion, carcinogénesis, enfermedades degenerativas, desarrollo, envejecimiento e
inflamacién. In vitro se ha observado que la exposicion de los tejidos a oxidantes causa
incremento en la permeabilidad de la mucosa, citotoxicidad, pérdida de la actividad de
la gliceraldehido deshidrogenasa, alteracién de la funcién secretora en las células

epiteliales del colon y en el transporte activo del sodio (22).

1.4. Fuentes de especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno son productos de muchos procesos normales
dentro de la célula que incluyen generacién de energia, descomposicion de lipidos y
proteinas, respuesta a catecolaminas y procesos inflamatorios (10). La exposiciéon de
organismos vivos a irradiacién ionizante y no ionizante (11), el aire contaminante (12),
las drogas (13), una larga variedad de xenobidticos y quimicos (14) y la invasion de

patdgenos constituyen las mayores fuentes exdgenas de ROS (6).



A nivel celular la mitocondria representa el principal generador de ROS enddgeno
producto de las reacciones de transferencia de electrones (15). EIl ROS generado a
nivel mitocondrial aparece como co-producto del fendmeno de fosforilacion oxidativa
que ocurre en la cadena transportadora de electrones (principalmente en el complejo
[lI-Ubiquinol/Citocromo ¢ oxido-reductasa (16) y se estima que aproximadamente entre
el 1 al 2% de oxigeno consumido es convertido en ROS, especificamente radical

superoxido (6).

En el citosol, la xantina oxidasa participa en la produccién de Oy (8), y en el
reticulo endoplasmatico liso, enzimas que participan en la detoxificaciéon de drogas
liposolubles como el citocromo p450 y las enzimas de la familia b5 pueden oxidar
acidos grasos insaturados y xenobidticos, reduciendo oxigeno molecular para producir

radical superoxido (17)

Otro organelo involucrado en la produccion de ROS es el peroxisoma,
principalmente H2O, (18). Las oxidasas asociadas a membrana plasmatica,
principalmente NADPH oxidasa fagocitica es otra importante fuente de oxidantes(19).
NADPH oxidasa utiliza NADPH como dador de electrones para generar radical
superodxido desde el oxigeno molecular (6). Ademas la autoxidacion de pequenas
moléculas como la dopamina, epinefrina, flavinas, e hidroquinonas pueden generar

radical superéxido (15)

1.5. Sistemas antioxidantes

La sintesis de ROS es un proceso constante e inevitable. Por ello, existen sistemas
de defensas antioxidantes desarrollados por la célula y el organismo entero para
contrarrestarlos (20). Las defensas antioxidantes son de naturaleza no enzimatica y
enzimatica. Este ultimo sistema lo constituyen enzimas antioxidantes tales como la
glutation peroxidasa, que utiliza glutatién reducido como dador de electrones para

eliminar peréxidos como HO, y perdxidos organicos (ROOH)(6). La catalasa, que se



encarga de eliminar H2O. evitando su dafio directo y su rol como fuente de otras
especies dafiinas (20), y una tercera enzima, la superoxido dismutasa que participa en
la eliminacion de O, mediante su dismutacion hacia H.O,, tanto a nivel citoplasmatico
como a nivel de la matriz mitocondrial manteniendo niveles estacionarios muy bajos la
concentracion de radical superoéxido. (8)

Gracias a la existencia de estos mecanismos antioxidantes, la célula mantiene un
adecuado equilibrio redox, controlando la presencia de ambos, prooxidantes y
antioxidantes. El balance entre ambos es finamente regulado y es extremadamente
importante para mantener la homeostasis del sistema. Un incremento de la actividad
prooxidante sobre la capacidad del antioxidante es definido como estrés oxidativo y
esta condicidon puede conducir al dafio oxidativo (21). Las causas del estrés oxidativo
son multiples pero en términos generales se producen por disminucion de los sistemas
de defensa, un aumento de las especies prooxidantes, o ambos factores a la vez.

Hay antecedentes que indican que las células tumorales presentan defensas
antioxidantes deficientes, lo cual las hace vulnerables al dafio provocado por estrés
oxidativo. De manera que compuestos capaces de generar ROS intracelular podrian

poseer una importante propiedad que puede ser utilizada en terapias antineoplasicas.

1.6. Especies reactivas de oxigeno como una seial celular

Si bien es cierto durante muchos anos se pensé que ROS eran solo elementos
téxicos y dafinos, hoy en dia se sabe que también tienen gran importancia en la
sefalizacion celular (5). Por ejemplo, los ROS generado en la mitocondria estan
involucrados en la senalizacion del proceso proapoptético (24, 25, 31). Asi, drogas
anticancerigenas que gatillan la apoptosis en células tumorales podrian provocar este
fendmeno a través de la activacion dependiente de ROS de la via MAPK - ERK1/2
(26). El estrés oxidativo provocado durante la apoptosis mediada por TNF-a es otra de
las evidencias que fortalecen este punto (27).

De esta manera ROS podria ser considerado como un mediador de la apoptosis

celular y no solo como la fuente de dafno del DNA, lipidos y proteinas



Ademas evidencias indican que diferentes vias transduccionales pueden utilizar
ROS como mensajeros para activar factores transcripcionales como AP-1 y NF-KB

induciendo la expresion de genes (28).

Una importante enzima que participa activamente en los fendmenos de inflamacion y
que recientemente se le han atribuido un importante rol en el crecimiento celular y
carcinogénesis es la ciclooxigenasa-2 (COX-2). Su expresion esta regulada por la
unién de NF-KB y AP-1 en su sitio promotor/enhancer. De manera que ROS pueden
actuar como segundos mensajeros capaces de modificar la expresion de COX-2 (28).
Se ha observado que en lineas de células tumorales sometidas a radiacion se genera

un aumento de ROS, provocando una sobre expresiéon de COX-2 (29)

1.7. Ciclooxigenasa 2

La ciclooxigenasa-2 es una enzima bifuncional que cataliza los 2 primeros pasos de
la via que conduce a la formacién de Prostraglandinas (PG) y tromboxanos (TX),
llamadas ciclooxigenacion y peroxidacion. COX-2 cicla y adhiere 20, al acido
araquidoénico para formar PGG; (producto inestable), y también reduce PGG; a PGHsa.
Esta prostaglandina Hz es el precursor para la biosintesis, catalizada por enzimas
especificas, de Tromboxanos A, (TXA2), Prostaclina (PGl2) y otras prostaglandinas
PGD., PGE2, PGF2. (30) (Figura N°3).
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Figura N°3: Reaccién catalizada por las ciclooxigenasas: En respuesta a un estimulo se
activan las fosfolipasas Az he hidrolizan el acido araquidonico de los fosfolipidos en la
membrana. Este es convertido en PGH2 mediante la ciclooxigenasa. PGH:z es el precursor de

varios prostanoides (44).

La COX-2 es la isoforma inducible de la COX y es indetectable en la mayoria de los
tejidos. Sin embargo esta expresion inducible se hace constitutiva en una variedad de
canceres, como el de colon, mamario, pulmonar, prostata, Testicular, pancreatico y de
piel (32, 33, 34, 35, 36).

Hay estudios que han concluido que la expresion de COX-2 es suficiente para
generar tumorogénesis en glandulas mamarias de ratones trangénicos (37).

Numerosos antecedentes han sugerido una importante funcién de la COX-2 en el
inicio y progresion del cancer. Por ejemplo, se ha observado que la COX-2 o uno de
sus productos PGE: inhiben la apoptosis celular (38, 39, 40). PGE2 también puede

activar el receptor de crecimiento epidermal (EGFR) promoviendo el crecimiento del



tumor (41) e inhibir la produccidon de citoquinas regulatorias provocando una
disminucion de la vigilancia inmune contra el tumor (44). La COX-2 también aumenta la
angiogénesis (42,43), incrementa la adhesion de células tumorales a la matriz
extracelular (44) y aumenta la expresion de metaloproteinasas aumentando la
penetracion a tejidos y metastasis (45). Es por ello que drogas antiinflamatorias
inhibidores de ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) no esteroidales (NSAIDs), reducen en

un 40 al 50% la incidencia de algunos cancer (38).

Todos estos antecedentes muestran la importancia que tienen ROS y COX-2 en las
célula tumorales, por lo tanto el analisis de compuestos que provoguen una
modificacion en estos parametro podria sustentar una actividad susceptible de ser
aprovechada para fines terapéuticos contra el cancer. Por ello en esta memoria se
estudio el potencial efecto antitumoral de los nitrosoderivados centrados en cambios en
la viabilidad celular debido a alteraciones a nivel de ROS y de la actividad de COX-2.
Por otro lado, considerando la importancia de las células natural killer (NK) como
mecanismo de defensa antitumoral, se abordé el estudio de la ACNK por accion de los
nitrosocompuestos. Las células natural killer corresponden a una subpoblacion de
linfocitos que forman parte de la inmunidad celular innata. Ellas se caracterizan por
reconocer las células tumorales de manera no restringida a MHC no necesitando
capacitacion previa (47). De esta manera, es evidente la importancia que compuestos
con potencial antitumoral no disminuyan la actividad de este trascendental mecanismo

defensivo.



Por ello, tomando en consideracion esta informacion se postul6 la siguiente hipotesis:

HIPOTESIS

Los compuestos nitrosos aril DHP poseen una accidon antineoplasica debido a la
induccion de estrés oxidativo y/o inhibicion de de COX -2.



OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar la accion de los nitroso aril derivados sobre la viabilidad de las células y su

correlacion con la generacion de ROS, la expresion de COX-2 y la ACNK.

Objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto de compuestos nitroso aril derivados sobre la viabilidad celular de

las lineas de células tumorales U937, K562 y RAW, y células mononucleares de

sangre periférica (PBMC) de donantes normales.

2. Medir la generacion de ROS en células K562 y PBMC por accion de

nitrosoderivados.

3. Evaluar el efecto de nitroso aril dihidropiridinas sobre la expresién de COX-2 en

células RAW

4. Evaluar el efecto de los compuestos sobre la actividad de las células NK.



Il. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Reactivos:

Compuestos m-nitroso isopropil DPH, p-nitroso isopropil DPH, m-nitroso isometil
DHP sintetizados en el laboratorio de Bioelectroquimica del Departamento de Quimica
Farmacoldgica y Toxicolégica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de

la Universidad de Chile.
SIGMA: Reactivo de Bradford para medicion de proteinas, Lipopolisacarido desde
Escherichea coli Serotipo 0111:84, Anticuerpo anti-actina, Anticuerpo secundario anti-

rabbit.

PROMEGA: Kit para ensayo de proliferacién celular no radioactivo Cell Titer 96 AQ

Ueous.

MOLECULAR PROBES: Reactivo de deteccién de especies reactivas de Oxigeno 5-
(and -6)-chloromethyl-2", 7 -dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H, DCFDA).

BIORAD: Anticuerpo anti COX-2. Anticuerpos secundarios anti-Mouse.



METODOS

1. Obtencion de Células Mononucleares de Sangre periférica (PBMC)

Muestras de sangre periférica de donantes normales se obtuvieron del Banco de
Sangre del Hospital San José. La sangre se diluyé en solucién buffer fosfato salina
(PBS) y se depositd cuidadosamente sobre Ficoll Histopaque- 1077. Dos volumenes de
sangre sobre uno de Ficoll Histopaque- 1077 fueron centrifugados a 1500 rpm por 30
minutos. La interfase que corresponde a células mononucleares fue colectada, lavada
con PBS y centrifugada durante 5 minutos a 1500 rpm.

Las células mononucleares se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10
% de suero fetal de bovino (SFB), 2 mM de glutamina y 50 ug/ml de gentamicina-
Estreptomicina en una atmdsfera humeda con CO2 al 5% y a una temperatura de
37 °C.

2. Cultivos de Lineas celulares

Lineas de células tumorales, monocitos humanos (U937), Eritroleucemia humana
(K562) y macrofagos de raton (RAW) fueron cultivadas en medio RPMI-1640
suplementado con 10 % de SFB, 2 mM de glutamina y antibidticos (50 pg/ml de
gentamicina y 50 yg/ml de Estreptomicina) (Medio completo) en una atmdsfera humeda

con 5% de CO2 y a una temperatura de 37 °C.



3. Ensayo de viabilidad celular con MTS

Para los experimentos de viabilidad celular se incubaron células U937 (2000
células/pocillo), K562 (3000 células/pocillo), RAW (3000 células/pocillo) y células
mononucleares (1x10° células/pocillo) en placas de 96 pocillo de fondo plano. A cada
pocillo se agregaron diferentes concentraciones de nitrosocompuestos con el objetivo
de medir su efecto sobre la viabilidad de las células. Los nitrosocompuestos fueron
disueltos en DMSO vy la concentracion final del solvente en el medio de cultivo fue

menor al 1% (v/v).

La determinacion de la viabilidad celular se realizé mediante el reactivo [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium  (MTS).  El
reactivo MTS es convertido en formazan soluble mediante la acciéon de
deshidrogenasas presentes en células metabolicamente activas. Asi, la cantidad de
formazan medido por absorbancia a 490nm es directamente proporcional al nUmero de
células vivas en cultivo (49). Las placas se mantuvieron a 37°C en una atmdsfera
hiameda con CO2 al 5% durante 2 horas y se midié su absorbancia a 490nm en un
lector de ELISA.



4. Deteccion de Especies reactivas de Oxigeno

Para la medicién de los niveles ROS intracelular se utilizd la deteccién del reactivo
marcador 5-(6)-clorometil-2°,7" -diclorohidrofluoresceina diacetato (CM-H>, DCFDA)
mediante Citometria de flujo, usando un citometro de flujo Becton Dickinson. La DCFH
se oxida al reaccionar con ROS generando el producto fluorescente diclorofluoresceina
(DCF). La deteccion de este producto fluorescente se realiza a través de Citometria de
flujo y la intensidad de la fluorescencia es directamente proporcional a la magnitud del

estrés oxidativo en la célula (50).

Células K562 y PBMC fueron lavadas con HEPES dos veces. Una vez lavadas y
centrifugadas, se resuspendieron en HEPES y se agregé el reactivo marcador
CM-H, DCFDA durante 30 minutos a 37 ° C y protegidas de la luz. Finalmente las
células se lavaron 2 veces por centrifugacion con HEPES a 1500 rpm para eliminar el
marcador no incorporado a la célula. Las células marcadas se resuspendieron en
HEPES.

El ensayo se realiz6 sometiendo a las células marcadas a diferentes
concentraciones de nitrosos aril DHP, manteniéndolas a 37 ° C y protegidas de la luz

durante 2 horas. La fluorescencia fue medida mediante Citometria de flujo.



5. Determinacion de expresion de Ciclooxigenasa-2 (COX-2) mediante

inmunowestern Blot

Células de la linea celular RAW (1x10° células/ml) fueron incubadas en medio RPMI
suplementado con 10 % de suero fetal de bovino en presencia y ausencia de
nitrosocompuestos y LPS de acuerdo a las condiciones experimentales durante 24
horas. Transcurrido el tiempo de incubacion las células RAW se lavaron 2 veces con
PBS frio y se centrifugaron a 5000 rpm por 1 minuto. Las células fueron
homogenizadas en 100 ul de buffer RIPA (50 mM Tris-Hcl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1mM
de Ortovanadato de sodio activado, 1% NP-40 y 0,25 % de desoxicolato de sodio) que
contenia inhibidores de proteasas (1mM PMSF, 1ug/ml de apoproteina, leupeptina y
pepstatina).

Luego, por medio del método de Bradford, se cuantificaron las proteinas totales de
cada muestra. Posteriormente, 35 ug de proteinas fueron diluidas con buffer de carga y
separadas mediante SDS-PAGE en un gel al 10%. Finalizada la separacion, las
proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa durante 70 minutos en
buffer de transferencia (TRIS 48 mM, Glicina 39 mM, Metanol 20 %) a 110 Volt
constantes. Luego la nitrocelulosa fue bloqueada con solucion de PBS con leche
descremada al 5 % durante 30 minutos. Posteriormente la nitrocelulosa fue incubada
con anticuerpo primario anti cox-2 (1:250) (para la visualizacion de COX-2) y anti-actina
(1:3000) (para la visualizacion de actina) durante toda la noche, en agitacién y a 4°C.
Finalizada la incubacion con el primer anticuerpo, las membranas de nitrocelulosas se
lavaron tres veces con PBS y Tween al 0,01% (PBS-T), y se incubaron con anticuerpo
secundario anti-mouse para anti-COX2 y anti-rabbit para anti-actina durante 1 horay a
temperatura ambiente. Finalmente las membranas se revelaron usando un Kit de
quimioluminicencia (Biological industries). Finalmente la cuantificacion de ambas
proteinas se realizd6 mediante el analisis densitométrico utilizando el programa UN-
SCAN-IT (USI).



6. Medicion de la actividad citotéxica de células Natural Killer (ACNK)

La determinacion de ACNK se realizé mediante ensayos de Citotoxicidad
cuantificando el °'Cr liberado desde blancos celulares de células Natural Killer. La
célula blanco utilizada fue la linea celular K562 que corresponde a una Eritroleucemia
humana.

El ensayo se llevo a cabo incubando 1,5 x 108 células K562 en medio completo en
presencia Naz®'CrO, (100 uCi/ml) durante 2 horas en una atmosfera humeda con 5%
de CO2 y a 37 °C. Luego las células marcadas se lavaron 3 veces con PBS para
eliminar el %'Cr no incorporado. Las células K562 marcadas fueron resuspendidas en
30 ml de medio completo quedando en una concentracion final de 5000 células/ml.

Como las células NK representan el 10 a 15 % de las PBMC, el ensayo se realiz
incubando dos relaciones de PBMC:células K562 (30:1 y 50:1 respectivamente) en
placas de cultivo de 96 pocillos de fondo redondo. Las células PBMC fueron
previamente incubadas con 0,1 y 1 yM de Nitrosocompuestos durante 24 horas.

La placa de 96 pocillos se centrifugdé durante 5 minutos y luego se incubd durante 4
horas en una atmoésfera hiumeda con 5% de CO2 a 37° C. Finalmente, la placa se
centrifugd durante 10 minutos y se extrajo una alicuota de 100 pl del sobrenadante
para determinar el °' Cr liberado por la lisis de las células K562 en un contador Gamma
PACKARD.

Para la determinaciéon de la actividad citotdxica de las células NK fue necesario
medir las cuentas por minuto (cpm) de lisis total (Lt) que se obtiene sometiendo a
células K562 radiomarcadas a la accién de tritdn x100 y las cpm de la lisis espontanea
(Le) determinada al agregar a las células K562 solo medio de cultivo. La actividad
citotdxica se expreso como el % de actividad citotoxica, segun la siguiente ecuacion:

% actividad = ( X - Le)/ Lt x 100

X = cpm de muestra



lll. RESULTADOS

1. Efectos de nitrosos aril DHP sobre la viabilidad celular de las lineas de células
tumorales U937, K562, RAW y PBMC obtenidas desde pacientes normales.

Se evalud el efecto del NC3, NC4 y NC7 sobre la viabilidad de lineas de células
tumorales y PBMC. Para ello las células se cultivaron en medio RPMI-1640
suplementado con 10% de SFB con concentraciones crecientes de nitrosos aril
dihidropiridinas (0.1, 1, 5, 10, 25, 50 y 100 yM) durante 72 horas.

Para la determinacién de la viabilidad se utilizé el compuesto MTS.

La figura N°4 muestra que los compuestos afectan la viabilidad de las células
tumorales de manera dosis dependiente. En las células U937 se observé una
sensibilidad a los nitrosocompuestos a partir de concentraciones menores a 10 uyM, y
en concentraciones de 50 uM la viabilidad no supero el 2%. Tanto NC3 y NC4 tienen
un efecto citotoxico similar en U937, mientras que NC7 muestra una citotoxicidad

levemente superior en altas concentraciones.

La citotoxicidad es levemente inferior en células K562. Esta linea celular también
presentan sensibilidad a concentraciones menores de 10 uM de nitrosoderivados y la
viabilidad de las células al someterlas a la concentraciéon de 50 uM no superé el 20 %.
Nuevamente se observa una mayor sensibilidad a concentraciones altas de NC7.

Por su parte, la linea celular RAW presenta mayor resistencia a concentraciones bajas
de NC3 y NC4, pero experimentan una violenta caida en su viabilidad al cultivarlas con

concentraciones de nitrosocompuestos mayores de 10 uM.

Mientras que las células tumorales manifiestan una clara sensibilidad a los
nitrosocompuestos, PBMC muestran mayor tolerancia (Figura N°). Los
nitrosocompuestos NC3 y NC4 solo tienen un efecto citotéxico sobre PBMC a

concentraciones mayores de 10 uM, y a 50 uM la viabilidad de PBMC sobrepasa los



55%. Los valores de ICsy obtenidos del analisis de viabilidad celular muestran que
PBMC presenta resistencia al efecto citotéxico de los nitrosocompuestos y, ademas el
efecto parcialmente selectivo de estos nitrosoderivados sobre las células tumorales
(Tabla N°1).
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Figura N° 4. Efecto de Nitrosos aril DHP sobre la viabilidad de lineas de células
tumorales. Concentraciones de nitrosocompuestos que varian entre 0,1 a 100 uyM fueron
agregadas a cultivos de células. (A) Viabilidad de células U937, (B) Viabilidad de células K562 y
(C) Viabilidad de células RAW incubadas con nitrosocompuestos durante 72 horas. La viabilidad
de las células fue medida con el ensayo de MTS. Los datos corresponden al promedio de 3
experimentos independientes y sus respectivos errores estandar. * p< 0.05; # p< 5*10-® respecto
al control con DMSO.
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Figura N° 5. Efecto de Nitrosos aril DHP sobre la viabilidad de células mononucleares de
sangre periférica. PBMC cultivadas durante 72 horas con diferentes concentraciones de
nitroso compuestos. La viabilidad de las células fue medida con el ensayo de MTS. Los datos
corresponden al promedio de 3 experimentos independientes y sus respectivos errores
estandar.* p< 0.05; # p< 5x10-°respecto al valor control que contiene DMSO.



Tabla N° 1. ICsp de Nitrosocompuestos. El cuadro indica los valores de IC50 de cada

nitrosocompuesto para las 3 lineas celulares tumorales y PBMC, obtenidos de los resultados de

viabilidad celular.

Compuestos| U937 (uM) K562 (uM) RAW (uM) PBMC (uM)
ICso NC3 4,75 17,02 16,68 55,54
ICso NC4 5,99 18,13 19,18 60,66
ICso NC7 5,16 13,15 14,54 43,92

2. Efectos de nitrosos aril DHP sobre la generaciéon de ROS en la linea celular
tumoral K562.

Teniendo en cuenta que la disminucion de la viabilidad celular podria estar
relacionada con la generacion de ROS se midid el efecto de los nitrosocompuestos
sobre la generacion de especies reactivas de oxigeno en células K562 marcadas con
CM-H, DCFDA. Los resultados indican que a 2 horas de incubacion a partir de 10 yM
se genera un estrés oxidativo en las células K562 (figura N°6). Se observa que los
niveles de ROS se incrementan a medida que aumenta la concentracion de
nitrosocompuestos, a excepcion de NC7 que provoca una leve caida de los niveles de
ROS en 50 uM. A la concentracion de 50 uM los compuestos provocan un aumento en
los niveles de ROS de aproximadamente 23 veces, 18 veces y 7 veces por sobre el

valor control para NC3, NC4 y NC7 respectivamente.
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Figura N°6: Efectos de nitrosos aril DHP sobre la generacion de especies reactivas de
Oxigeno (ROS) en la linea celular tumoral K562. Células K562 fueron expuestas a
concentraciones de 10, 25 y 50 uM de (A)NC3, (B)NC4 y (C)NC7, durante 2 horas. Se observa
generacion de ROS a partir de 10 yM. También se midieron concentraciones menores a 10 yM
sin observarse produccién de ROS. La generacion de especies reactivas de oxigeno fue medida
por Citometria de flujo utilizando el marcador CM-H2 DCFDA. Los datos fueron normalizados a
los valores del control. ElI control contenia DMSO ya que fue utilizado para disolver los
nitrosocompuestos. Los datos presentados corresponden al promedio de 4 experimentos
independientes y sus respectivos errores estandar. * p < 0.05; # p< 0.005 respecto al valor
control.



3 Efectos de nitrosos aril DHP sobre la generacién de ROS en PBMC.

Células mononucleares de sangre periférica obtenidas de donantes normales fueron
marcadas con CM-H; DCFDA y mantenidas en HEPES con concentraciones crecientes
de nitrosos aril dihidropiridinas (1, 5, 10, 25 y 50 yM) durante 2 horasy a 37 ° C.

En la figura N°7 se puede apreciar que en dos horas de incubacién con los
compuestos el nivel de ROS generado en concentraciones de 25 y 50 uM es

claramente inferior que los generados en células tumorales.
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Figura N°7: Efectos de nitrosos aril DHP sobre la generacién de ROS en PBMC.
Células mononucleares fueron expuestas a concentraciones de nitrosocompuestos de 10, 25 y
50 uyM de (A)NC3, (B)NC4 y (C)NC7, durante 2 horas. Los datos muestran una menor
generacion de ROS comparados con el provocado en células tumorales. La generaciéon de
especies reactivas de Oxigeno fue medida por Citometria de flujo utilizando el marcador CM-H2
DCFDA Los valores corresponden al promedio de 3 experimentos independientes y sus
respectivos errores estandar. * p < 0.05 respecto al valor control.



4. Efecto de nitrosos aril DHP sobre expresion de COX-2

Dado el hecho que COX-2 participa en el crecimiento de células tumorales se evaluo
el efecto de los nitrosoderivados sobre la expresion de COX-2. Para ello se indujo la
expresion de COX-2 con lipopolisacarido (LPS)

En la figura N°8 se muestra el efecto de NC3 sobre la expresién de COX-2 inducido
por LPS. Los resultados indican que NC3 inhibe la expresion de COX-2 de manera
dependiente de la concentracion. y a 10 uM se observa una disminucion del 46 % de la
expresion. El nitrosocompuesto NC4 inhibe la expresion de COX-2 en 25y 71 % en
concentraciones de 1y 10 uM respectivamente (figura N°9).

Los resultados presentados en la figura N°10 muestran que NC7 también provoca una
disminucion en la expresion de COX-2 en un 88% a 10 yM del nitrosocompuesto.

Los aumentos que se observan en las concentraciones de 0,1 uM tanto para NC3

como NC4 son estadisticamente no significativos.
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Figura N°8. Efecto de NC3 sobre expresiéon de COX-2. Células RAW incubadas con 0.1, 1, 10
MM de m-nitroso isopropil DHP y 100 ng/ml de LPS durante 24 horas. (A) Inmunowestern Blot
representativo de 3 experimentos independientes. (B) Valores obtenidos de la relacion
COX-2/ Actina y corresponden al promedio de 3 experimentos independientes y sus respectivos
errores estandar. * p < 0.05 respecto al control que contiene DMSO ya que fue utilizado para
disolver los nitrosocompuestos.
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Figura N°9. Efecto de NC4 sobre expresion de COX-2. Células RAW incubadas con 0.1, 1, 10
MM de p-nitroso isopropil DHP y 100 ng/ml de LPS durante 24 horas. (A) Inmunowestern Blot
representativo de 3 experimentos independientes. (B) Valores obtenidos de la relacion
COX-2/ Actina y corresponden al promedio de 3 experimentos independientes y sus respectivos
errores estandar. * p < 0.05; # p < 0.0005 respecto al control que contiene DMSO ya que fue
utilizado para disolver los nitrosocompuestos.
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representativo de 3 experimentos independientes. (B) Valores obtenidos de la relacion
COX-2/ Actina y corresponden al promedio de 3 experimentos independientes y sus respectivos
errores estandar. *p < 0.05 respecto al control que contiene DMSO ya que fue utilizado para
disolver los nitrosocompuestos.



5. Efecto de nitrosos aril DHP sobre la actividad citotoxica de células Natural
Killer (ACNK).

Las células natural killer, comprenden a una subpoblacién de linfocitos que se
caracterizan por lisar espontdneamente células tumorales, constituyéndose asi una
importante herramienta defensiva del sistema inmune. Por ello es importante evaluar si
los nitrosocompuestos tendrian un efecto sobre este importante componente de
defensa antitumoral.

En las figuras N° 11, 12 y 13 se observa que al incubar PBMC durante 24 horas con
concentraciones de 0,1y 1 uM de nitrosos aril dihidropiridinas no hay una modificacion
estadisticamente significativa (p > 0.05) del ACNK con respecto a la actividad litica de

PBMC en ausencia de nitrosocompuestos.
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Figura N°11. Efecto de NC3 sobre la ACNK. Células Natural Killer tratadas con 0,1 y 1 uM de
NC3 fueron incubadas con células K562 radiomarcadas en 2 relaciones 50:1 y 30:1(NK:K562).
Los resultados se presentan como el % de actividad citotoxica de las células NK. (p > 0.05) de
ACNK por efecto de NC3. Los datos corresponden al promedio de 6 experimentos
independientes y sus respectivos errores estandar.
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Figura N°12: Efecto de NC4 sobre la ACNK. Células Natural Killer tratadas con 0,1 y 1 uM de
NC4 fueron incubadas con células K562 radiomarcadas en 2 relaciones 50:1 y 30:1(NK:K562).
Los resultados se presentan como el % de actividad citotoxica de las células NK. (p > 0.05) de
ACNK por efecto de NC4. Los datos corresponden al promedio de 6 experimentos
independientes y sus respectivos errores estandar.
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Figura N°13: Efecto de NC7 sobre la ACNK. Células Natural Killer tratadas con 0,1 y 1 uM de
NC7 fueron incubadas con células K562 radiomarcadas en 2 relaciones 50:1 y 30:1(NK:K562).
Los resultados se presentan como el % de actividad citotoxica de las células NK. (p > 0.05) de
ACNK por efecto de NC7. Los datos corresponden al promedio de 6 experimentos
independientes y sus respectivos errores estandar.



IV. DISCUSION

Farmacos capaces de generar un efecto citotoxico sobre células tumorales en forma
especifica sin afectar a células normales son el suefo del alquimista dedicado a la
investigacion antitumoral. Uno de los grandes problemas de la quimioterapia es su
poca selectividad provocando serios efectos secundarios. Muchos son los blancos
biolégicos mediante los cuales los farmacos pueden afectar la viabilidad celular. Por
ejemplo, bloquear la biosintesis de macromoléculas vitales, afectar la generacion de
energia o provocar el dafno estructural de organelos o citoesqueleto. Sin embargo la
mayoria de los procesos bioquimicos o estructuras celulares son las mismas en células
normales y tumorales, de manera que identificar blancos o procesos de alta
sensibilidad en células tumorales seria muy valioso en quimioterapia. Una estrategia
diferente pero que persigue el mismo fin, es modificar procesos o inhibir moléculas que
favorezcan la génesis, crecimiento o desarrollo del tumor. Es asi como drogas
antiinflamatorias no esteroidales (NSAIDs), que inhiben la actividad de

Ciclooxigenasas, son utilizadas para reducir la incidencia de varios cancer (38).

Por otro lado la intervencion a nivel de procesos de oxido reduccion podria ser de
gran utilidad ya que la célula tumoral posee menor defensa antioxidante. Farmacos que
provoquen una modificacion en este parametro pueden resultar una interesante
herramienta terapéutica que gatille la muerte celular producto del dafio oxidativo o por

apoptosis provocado por un aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS).

En la literatura se presentan diversos compuestos con efectos toxicos sobre células
tumorales, como los derivados de Benzo[b]thiophenesulphonamide (BTS) 1,1-dioxide,
que inducen sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno y apoptosis en células
tumorales (51), y aceites naturales y alfa-humulano que generan la muerte de células

tumorales aparentemente por produccion de ROS (52).



Diferentes nitrosoderivados, el m-nitroso isopropil Dihidropiridina (NC3), p-nitroso
isopropil Dihidropiridina (NC4) y m-nitroso isometil dihidropiridina (NC7) mostraron, a
través de reacciones electroquimicas en la interfase electrodo-solucion, que actuaban
formando intermediarios REDOX activos los cuales al reaccionar con oxigeno
molecular generaban ROS. ROS en cantidades que sobrepasan a las normales son
fuertemente daninas para la célula ya que reaccionan con macromoléculas generando
dafos estructurales irreversibles y provocando la muerte celular. Considerando estos
antecedentes se evalué el impacto citotdxico del NC3, NC4 y NC7 sobre las lineas de
células tumorales K562, RAW y U937, y PBMC obtenidas de donantes normales. Los
resultados indicaron que las células tumorales experimentaron una disminucion en su
viabilidad de manera dosis dependiente luego de 72 horas de incubacién con los
nitrosocompuestos (figura N°4). Sorprendentemente PBMC mostraron mayor
resistencia al efecto citotéxico (figura N°5). Al comparar los valores de ICso se observan
que son significativamente menores para las células tumorales en comparacion a
PBMC (tabla N°1).

De esta manera resultd interesante evaluar si la disminucion de viabilidad celular se
correlacionar con generacion de ROS. Los resultados obtenidos indicaron que en la
linea tumoral K562 se gener6 un fuerte estrés oxidativo luego de 2 dos horas de
incubacién con los tres nitrosocompuestos (figura N°6), lo cual estaria de acuerdo a lo

observado en el estudios electroquimico de estos compuestos.

Por otro lado, en células mononucleares de sangre periférica, sorpresivamente, se
observaron niveles de ROS notoriamente mas bajos luego de la incubacién durante 2
horas con los nitrosocompuestos. La magnitud de la nitrosoreduccién de los
compuestos in vitro o los mecanismos antioxidantes presentes en PBMC podrian

entregar una posible explicacion a este punto.

Es importante destacar que el compuesto CM-H, DCFDA utilizado para detectar la
generacion de especies reactivas de oxigeno carece de especificidad, por lo tanto no
nos permiten determinar las especies pro oxidante especificas, pero si nos da una idea

bastante confiable de los cambios generales en el estado REDOX de la célula.



Hay que recordar que el estrés oxidativo, que se define como un incremento de la
actividad prooxidante sobre la capacidad antioxidante, puede generarse ya sea por
disminucion de los sistemas de defensa o por un aumento de las especies
prooxidantes. Conocida la estructura de los nitrosocompuestos y su mecanismo de
accion, es poco probable que el estrés generado in vitro se deba a un efecto sobre la
capacidad antioxidante celular. De manera que la causa mas probable del estrés

oxidativo en células K562 sea un fuerte aumento en la generacién de ROS.

Un requisito para la actividad REDOX de los nitrosocompuestos es su reduccion
generando el intermediario radical nitroso. Esto posiblemente ocurriria gracias a la
accién de enzimas oxido-reductasas presentes en la célula. Con los resultados
obtenidos en el trabajo no es posible precisar la enzima o enzimas involucradas, ni
tampoco si dicha nitrosorreduccion ocurriria en el citosol o en algun organelo, como el

reticulo endoplasmatico encargado de la biotransformacion de farmacos.

Los resultados de viabilidad celular son consistentes con los obtenidos desde el
analisis de la generacion de ROS en células K562 y PBMC. Es probable que la muerte
celular generada por los nitrosocompuestos en células K562 sea debida al fuerte estrés
oxidativo, y la muerte provocada en las otras lineas de células tumorales sea debida al
mismo fendmeno. La mayor resistencia a los nitrosocompuestos y el menor estrés
oxidativo observado en PBMC es un dato que potencia este punto. Por otro lado, NC7
muestra la mayor citotoxicidad tanto para células tumorales como PBMC, sin embargo,
los analisis de generacion de ROS en esta ultimas mostraron niveles levemente bajos
(figura N°7). Esta observacion abre la posibilidad de que otro mecanismo participe en la

disminucion de la viabilidad celular.

Estudios previos han demostrado que la adhesién exégena de H:02 puede inducir
apoptosis o0 necrosis dependiendo de la concentracion de H;O- o el tipo de célula. La
apoptosis ocurriria a niveles bajos de estos agentes, mientras que la necrosis se
generaria por altos niveles (46). Esto abre la posibilidad que mecanismos apoptéticos,
también pueden estar involucrados en la muerte observada en PBMC. Mientras que en

células tumorales los altos niveles de ROS provocarian principalmente serios dafios a



macromoléculas y una violenta muerte por necrosis. Un paso adicional de nuestro
estudio podria ser evaluar la generacion de H2O: viendo si la catalasa disminuye la

senal oxidativa.

Es conocido que COX-2 y su principal producto, la PGE, son importantes moléculas
que participan en el fendbmeno de tumorogénesis. De manera que farmacos que
inhiban COX-2 tendrian potencialmente una propiedad que puede ser aprovechada en
terapias antitumorales. Los resultados de la expresion de COX-2 obtenidos en este
trabajo, muestran que en concentraciones de 10 yM el NC3, NC4 y NC7 generan una
inhibicion de la expresiéon de COX-2 inducida por LPS, en un 46, 71 y 88 %
respectivamente. Estos resultados reforzarian la actividad antineoplasica observada en
los experimentos de viabilidad. Es importante sefialar que con los experimentos
realizados no es posible precisar las causas y los niveles a los cuales se produce la

inhibicion de la enzima.

En la literatura se ha sefialado que un aumento de ROS provoca un aumento en la
expresion de COX-2 (28, 29). En nuestros resultados la disminucion de la expresién de
COX-2 la hemos observado en concentraciones de nitrosocompuestos que provocan la
generacion de ROS en las células K562, pero no evaluamos si en células RAW las
concentraciones analizadas gatillaban un estrés oxidativo. Sin embargo sabemos que
no afectan a la viabilidad de las células RAW, de manera que es probable que a

concentraciones 10 uM no se generen niveles significativos de ROS en estas células.

Por otro lado, una importante defensa que posee el organismo contra células
tumorales es el llevado a cabo por las células NK. Las células NK corresponden a una

subpoblacion de linfocitos que forman parte de la inmunidad celular innata.

Antecedentes indicarian que ROS como el anion superéxido, peréxido de hidrogeno
y el radical hidroxilo provocan una inhibicion sobre la actividad citotoxica de las Natural
killer (48). De esta manera se evalu6 el efecto de los nitrosocompuestos sobre la
actividad citotdxica de células Natural Killer. Los resultados mostraron que el NC3, NC4

y NC7 en concentraciones fisiolégicas no provocan un efecto estadisticamente



significativo sobre la ACNK (figura N° 11, 12 y 13). Este resultado sin dudas es
bastante relevante ya que de esta manera los nitrosocompuestos no alterarian la

respuesta natural que posee el organismo contra las células tumorales.

Resumiendo podemos decir que los compuestos m-nitroso isopropil Dihidropiridina,
p-nitroso isopropil Dihidropiridina y m-nitroso isometil dihidropiridina afectan la
viabilidad celular, siendo las células tumorales analizadas mas sensibles que PBMC.
Los ICso en los experimentos de viabilidad muestran una clara susceptibilidad de las
células tumorales por los nitrosocompuestos, sefialando una actividad antineoplasica
bastante selectiva. Esta muerte puede ser debida a estrés oxidativo. Las causas de
este fendmeno no es posible precisarlas en este trabajo pero estudios posteriores
pueden contribuir a identificarlas. Las posibles explicaciones de esto podrian ser: a)
Las defensas antioxidantes de PBMC permiten contrarrestar el estrés Oxidativo
generado por los nitrosocompuestos o, b) Existen diferencias en el mecanismo de

reduccioén de los nitrosocompuestos in vitro en las células tumorales K562 y PBMC.

Un interesante experimento que podria complementar estos estudios y dar una
mejor explicacion de la muerte celular generada por los nitrosocompuestos seria utilizar
antioxidantes como DTT o Vitamina D, y de esta manera evaluar como se modifica la
viabilidad de las células. Ademas de utilizar otras células tumorales para comprobar si
el efecto de los nitrosocompuestos es mas amplio o si esta circunscrito a células de

origen hematopoiético.

Estos resultados, indican que los nitrosocompuestos poseen una actividad
antitumoral y por ello apoyan estudios adicionales para definir el potencial uso de estos

compuestos como terapia complementaria en el tratamiento del cancer.



V. CONCLUSION

Los nitroso aril DHP disminuyen la viabilidad de células tumorales K562, U937 y
RAW. La disminucién de la viabilidad en las células mononucleares de sangre
periférica fue inferior. Por lo tanto, los nitrosocompuestos mostraron un mayor

efecto citotoxico sobre células tumorales

Los nitrosocompuestos NC3, NC4 y NC7 generaron un fuerte estrés oxidativo en
células tumorales K562. En cambio provocan un minimo aumento de ROS en
células mononucleares de sangre periférica donadas por pacientes normales en

las mismas concentraciones y tiempos estudiados.

Los nitroso aril DHP inhiben la expresion de COX-2 inducida por LPS en

macrdéfagos de la linea celular RAW

Los nitroso aril DHP no afectan la actividad citotdxica de células NK de PBMC en

las concentraciones y tiempos estudiados
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