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Abreviaturas

PBS : Solucidn salina tampon fosfato pH 7,4.

DMEM : Medio minimo esencial de Dulbecco.

RPMI 1640: Medio de cultivo (Roswell Park Memorial Institute médium).

DMSO: Dimetilsulfoxido.

FBS : Suero bovino fetal.

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfénico.

ICso: Concentracion necesaria para inhibir el 50% del consumo de oxigeno o crecimiento celular.
CCCP: Carbonil-cianuro-m-clorofenilhidrazona.

DA2P2:  9,10-dihidroxi-8-(hidroximetil)-4,4-dimetil-ciclohexil[h]-5,8-dihidroantracen-1(4H)-

ona.

DA2P1: 9,10-dihidroxi-5-(hidroximetil)-4,4-dimetil-ciclohexil[j]-5,8-dihidroantracen-1(4H)-

ona.

DA1: 9,10-dihidroxi-8,8-dimetil-5-oxo-ciclohexil[c]-1,4,5,8-tetrahidroantracen-1-il acetato.

RAMT: 9,10-dihidroxi-5-(hidroximetil)-4,4,8-trimetil-5,8-dihidroantracen-1(4H)-ona.

RAMZ9: 9,10-dihidroxi-8-(hidroximetil)-4,4,5-trimetil-5,8-dihidroantracen-1(4H)-ona.

DATP1: 4,4-dietil-9,10-dihidroxi-5-(hidroximetil)-ciclohexil[j]-5,8-dihidroantracen-1(4H)-ona.



Resumen

En estudios anteriores se ha observado que algunas hidroquinonas, que poseen un nucleo
naftaleno con la caracteristica de tener el grupo hidroxilo conjugado con un sustituyente
carbonilo, presentan actividad antitumoral. En este trabajo se muestran los efectos de una serie
de hidroquinonas triciclicas y tetraciclicas relacionadas estructuralmente. Los resultados sobre
la viabilidad celular se obtuvieron a través de técnicas colorimétricas con MTT en las células
tumorales : de adenocarcinoma mamario de raton TA3 y su variante multirresistente TA3-MTX-
R ademas de leucémicas de linfoblasto agudo CCRF-CEM vy su variante resistente CEM/C2.
También se realizaron ensayos en las células normales VERO. Complementariamente, se
realizaron mediciones polarograficas para establecer la capacidad inhibitoria de los compuestos
sobre la respiracion celular de las células tumorales TA3 y TA3-MTX-R. La mayor potencia la
mostré una de las hidroquinonas triciclicas, DA7P1, obteniendo con ella inhibiciones a

concentraciones del orden uM.



Introduccion

1.1 Antecedentes generales

Los compuestos fenolicos presentan en su estructura al menos un anillo aromatico y
uno 6 mas grupos hidroxilos." Dentro de los fenoles de origen vegetal se pueden

encontrar diferentes estructuras, con mas de 8.000 compuestos distintos.?

A estos compuestos se les ha atribuido una diversidad de actividades biologicas, tales
como: antihelmintica, antihepatotdxica, antiinflamatoria, antidiarreica, antiulcerosa,
antiviral, antialérgica, vasodilatadora y antienvejecimiento, ** entre otras. También los
fenoles son conocidos por su actividad anticarcinogénica o antitumorigénica. >® Incluso
se ha informado que este tipo de compuestos poseen propiedades antiproliferativas y

citotoxicas en varias lineas de células tumorales. *2

A los compuestos fendlicos se les ha atribuido la capacidad de inhibir o estimular el
dafio oxidativo a biomoléculas, esto quiere decir que pueden comportarse como

1316, 1720 | o5 antioxidantes son definidos como

antioxidantes o pro-oxidantes.
sustancias que, cuando presentan una baja concentracion comparada con la de los
sustratos oxidables, retrasan significativamente o previenen su oxidacion. ?*% Esta
propiedad de los compuestos fendlicos se ha asociado a su capacidad para eliminar los
radicales libres y de inhibir los citocromos P450 o enzimas con actividad oxidante como

las ciclooxigenasas y las lipooxigenasas. %

En relacién a la capacidad pro-oxidante se ha manifestado que, a altas dosis, los
polifenoles pueden actuar produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS)** y es
sabido que reacciones de radicales libres y especies reactivas de oxigeno con moléculas
bioldgicas, en vivo, juegan un papel importante en muchas enfermedades, una de ellas es

25,26

el cancer. Las ROS son entidades que contienen uno 0 mas atomos de oxigeno

reactivo incluyendo al radical hidroxilo (OH) el radical anion superoxido (027), y el

1



peréxido de hidrogeno (H,O), su formacidn es una consecuencia inevitable de la
respiracion en organismos aerébicos. En la mitocondria se generan la mayoria de
especies reactivas de oxigeno como subproducto de la fosforilacion oxidativa. Se sabe
que, del 1 al 3% del oxigeno consumido por la mitocondria no es completamente
reducido, generandose radicales de oxigeno. >’ Las ROS son especies muy inestables y
reaccionan rapidamente con otras sustancias en el cuerpo. La actividad citotoxica de los
compuestos fendlicos es posible asociarla a su capacidad pro-oxidante acelerando el
dafio oxidativo al ADN, proteinas y carbohidratos. ***®? Se ha sefialado que algunos
fenoles, debido a su actividad pro-oxidante, intervienen en vias bioquimicas esenciales
que involucran topoisomerasas, prostanoides y traduccion de sefiales. 2°*° Se cree que
un grupo aril cetona fenolico se encuentra presente en muchos compuestos con actividad

bioldgica, y se ha sugerido que su presencia es critica en la actividad mutagénica.™

Existen dos mecanismos plausibles que pueden explicar la formacidn de radicales
libres derivados de compuestos fendlicos: La abstraccion del atomo de hidrdgeno desde
el grupo hidroxilo presente en los fenoles ¥ y la oxidacién monoelectrénica seguida de

la pérdida del protn del grupo hidroxilo.®

Algunos antioxidantes polifendlicos han exhibido toxicidad dosis dependiente contra
células de leucemia promielocitica humana (HL - 60), y se ha sugerido que su toxicidad

esta relacionada con su carécter pro-oxidante.

Apoyando esta hipétesis un estudio
mostré una inhibicion del crecimiento celular de cancer L1210 la cual ha sido descrita

como un ejemplo importante de toxicidad ocurrida via radical fenoxil.*®

Se ha demostrado que la habilidad de los compuestos fenolicos para inhibir el
crecimiento y proliferacion de ciertas células malignas in vitro es fuertemente
dependiente de sus caracteristicas estructurales, de la dosis, de la molécula blanco y el

36-38

medio en el cual actuan. Otros trabajos muestran que adn cuando, después de la

absorcion hacia el torrente sanguineo, los compuestos fenolicos pueden sufrir



modificaciones quimicas tales como glicosilacion, metilacion y glucuronizacion, su

biodisponibilidad y habilidad para ejercer actividad biolégica se mantiene. ¥4

Han sido materia de estudio varias clases de compuestos quimicos capaces de inhibir
la respiracion celular, con el objetivo de desarrollar agentes antineoplasicos.*** Hasta

la fecha, diversos trabajos han propuesto que muchos de los compuestos fenolicos

| 43444547

parecen actuar por inhibicion del transporte de electrones mitocondria ylo

48,49

desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, existe la teoria que en algunos casos

estas actividades son debidas a catecoles, metabolitos de 1,4-hidroquinonas o sus

correspondientes radicales semiquinonas, estos ultimos se han relacionado con actividad

50,51

citotéxica®®>! y antitumoral,”? cabe mencionar que los radicales semiquinonas pueden

ser formados por reduccién de una quinona o debido a la oxidacién de una

hidroquinona.>**®°

Durante los Gltimos afios, diversos estudios han revelado alteraciones en el niimero,®
la ultraestructura,® el proteoma,® y la actividad de la mitocondria en células
cancerosas.”® De este modo, se han evidenciado cambios asociados al metabolismo de la
mitocondria en el proceso tumoral, uno de estos cambios es una baja tasa de respiracién

respecto de las células normales,®®®®

64,65

esto puede ser debido a dafio en las mitocondrias o
disminucion en su ndamero, ademas se ha visto que el metabolismo mitocondrial esta
altamente activo, debido al constante crecimiento y proliferacion celular. ®®  Por lo
tanto, teniendo en cuenta estas caracteristicas, se puede esperar que las células
cancerosas sean mas sensibles a la inhibicion de la respiracion mitocondrial que una

célula normal.

En estudios anteriores se ha demostrado que compuestos con un grupo carbonilo en
posicion orto respecto de la funcion fenol, especificamente la hidroquinona 4,4-dimetil-
5,8-dihidroxinaftalen-1-ona y una serie de derivados inhiben la respiracion celular a
concentraciones micro- y submicromolares en lineas celulares de tumor mamario de

raton TA3 y su sublinea multirresistente TA3-MTX-R. Se ha sugerido que los radicales



fenoxilo derivados de estos compuestos pueden permanecer dentro de las células con

concentraciones suficientes para inhibir la respiracion.®’

Las hidroguinonas sustituidas en la posicion para se encuentran entre los mas
potentes antioxidantes y son  de especial interés con respecto a la biomédica y la
quimica alimentaria. Las p-hidroquinonas son generalmente menos estables
termodinamicamente que su forma oxidada, las quinonas. Sin embargo, las quinonas

pueden ser efectivamente convertidas en hidroquinonas, ®*"

y por lo tanto, las p-
hidroquinonas coexisten con las quinonas en sistemas biologicos. La pronunciada
actividad antioxidante de las p-hidroquinonas esta determinada por su habilidad de
terminar las reacciones en cadena de radicales libres debido a su reactividad con

radicales lipoperoxidos LO-."*

Para varias p-hidroguinonas, ha sido demostrada su capacidad antioxidante en
modelos de oxidacién de estireno * 'y en la oxidacién de lipidos con importancia
bioldgica en sistemas acuosos microheterogéneos. "*’* Respecto al radical semiquinona
que se piensa esta involucrado en la actividad de estos compuestos un estudio demostrd
que la capacidad antioxidante del ubiquinol (una p-hidroquinona) en la peroxidacion de
lipidos de membrana esta ligada a la existencia de ubisemiquinona (SQ) como el

principal producto de reaccién del ubiquinol.

Considerando que la actividad de los compuestos fendlicos sobre la respiracion
celular involucra un radical fenoxilo, el cual puede ser formado, desde una quinona o
hidroquinona, y que su actividad, ya sea inhibicion de la respiracion o desacoplamiento
de la fosforilacion oxidativa, se lleva a cabo sobre la mitocondria, se puede inferir que:
en la medida que la molécula activa presente una lipofilia adecuada para atravesar las
membranas celulares, y si ademas, se puede estabilizar el radical semiquinona dentro de

la célula entonces se obtendria una accion citotoxica mas efectiva.



1.2 Obijetivos generales

e Estudiar in vitro los compuestos hidroquinonicos de la figura 1.1. sobre células
tumorales: TA3, TA3-MTX-R, CCRF7CEM, C2/CEM.

e Estudiar in vitro los compuestos hidroquinonicos de la figura 1.1. sobre células
normales VERO.

1.2.1 Objetivos especificos

e Determinar el efecto de la concentracion de los compuestos mostrados en la fig.
1.1 sobre la respiracion de células tumorales TA3y TA3-MTX-R.

e Determinar el efecto de la concentracién sobre el crecimiento de cultivos
celulares de las lineas tumorales TA3, TA3-MTX-R, CCRF7CEM, C2/CEM y la
linea VERO.
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Figura 1.1. Estructura de los compuestos estudiados.




Il.- MATERIALES Y METODOS.

2.1. Materiales, equipos y reactivos.

2.1.1. Material bioldgico.

Las células tumorales correspondientes a las lineas de adenocarcinoma mamario TA3 y su
sublinea resistente  TA3-MTX-R, fueron obtenidas en la forma de tumores asciticos,
desarrollados por el laboratorio de Bioenergética en ratones de la cepa CAF-1 JAX, que actuaron
como portadores de dichas lineas segin metodologia descrita® 2. La cepa fue proporcionada por
el vivero del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina, Divisién Ciencias
Meédicas, Universidad de Chile.

Las células VERO, CEM/C2 y CCRF-CEM se obtuvieron de stocks de lineas celulares
congeladas conservadas en nitrégeno liquido a -180 °C. Estas lineas celulares fueron obtenidas
desde la American Type Culture Collection (ATCC) (USA).

NUmero ATCC® de células VERO: CCL-81™
Numero ATCC® de CEM/C2: CRL-2264™
Numero ATCC® de CCRF-CEM: CCL-119™

2.1.2. Equipos.

Los equipos utilizados fueron: Incubadora Precisién Scientific modelo 5410, centrifuga de
placa refrigerada marca Hermle modelo Z300K, centrifuga refrigerada marca Sorval modelo
RC-2, centrifuga Sorvall Instruments modelo Econospin, centrifuga Heraeus instruments modelo
Biofuge 13, microscopio Nikon Japan modelo SE, microscopio invertido Nikon modelo TMS,
espectrofotometro Plus Metertech modelo SP-830, espectrofotometro de placas ASYS Hitech

Gmbh modelo Expert Plus, campana de flujo laminar Factomed model VR24242.



Para la medicion de oxigeno se utilizo: electrodo tipo Clark N° 5331, amplificador YSI®
modelo 53 conectado a un inscriptor Servocordes SR6254, cdmara de acrilico de 0.6ml

termoregulada, agitador magnético Cole Pamer modelo N°4805.

2.1.3. Reactivos.

El sulfato de estreptomicina (polvo para inyeccion), la penicilina G sodica (polvo para

inyeccion) fueron obtenidas del laboratorio Chile S.A.

El &cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanosulfonico (HEPES), albimina de suero bovino,
cianocarbonil-m-cloro-fenilhidrazona (CCCP), glutamina, medio de cultivo Dulbecco
modificado por Eagle (DMEM), medio de cultivo RPMI 1640, MTT (3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5-bromuro de difeniltetrazolio), suero fetal bovino fueron adquiridos en SIGMA CHEMICAL
Co.

La solucion salina PBS se preparé con reactivos de grado p.a.: 120 mM NaCl , 2.3 mM KClI,
10 mM KH,PO,. Se ajust6 a pH 7,4.

2.2. Métodos.

2.2.1. Mantencion y propagacion de células.”®*®"

Las células tumorales TA3 Y TA3-MTX-R se propagan semanalmente, en forma de tumor
ascitico en ratones de la cepa CAF-1 JAX mediante la inoculacion por via intraperitoneal de
1x10° células del carcinoma TA3 a ratones machos jovenes y 2x10° células para la sublinea
TA3-MTX-R, mantenidos estos Gltimos con 2,3 mg/Kg/48hrs. de metotrexato via intraperitoneal
segin metodologia descrita®®. La sublinea TA3-MTX-R fue seleccionada del carcinoma TA3
mediante traspasos semanales sucesivos del fluido intraperitoneal de ratones tratados por esta
misma via con metotrexato en dosis crecientes®’. Esta técnica de propagacion se utilizo
principalmente para la obtencion de células destinadas a la medicion del consumo de oxigeno,

debido a la necesidad de mayores cantidades de células por experimento.



La mantencion y propagacion de células TA3, TA3-MTX-R, VERO, CEM/C2 y CCRF-CEM
utilizadas en la determinacion de viabilidad celular mediante el ensayo de MTT, se realiz6 en

placas de petri para cultivo celular desechables, de 10 cm de didmetro estériles.

Las células TA3 y TA3-MTX-R fueron separadas de fluidos asciticos, de ratones inoculados
en el peritoneo, mediante métodos estériles. Para la extraccion de las células tumorales se
inyectaron 3 mL de suero fisiologico en el peritoneo del ratén y luego se extrajo la solucion de
células tumorales, fluidos aciticos y suero fisiolégico que se deposito en un tubo falcon. En este
caso no es necesario hacer mas centrifugaciones para remover la contaminacion por eritrocitos,
debido a que estos no proliferan en el medio de cultivo utilizado para la mantencién y

propagacion.

Las células CCRF-CEM, CEM/C2 y VERO fueron obtenidas de stocks congelados. En el
caso particular de la linea celular VERO, por ser células adherentes, fue necesario realizar una

tripsinizacion al stock ya descongelado.

Para todas las células en comun, luego de descongelar los stocks de CCRF-CEM, CEM/C2 y
VERO y de extraer las células TA3 y TA3-MTX-R, fueron centrifugadas a 3000 rpm por 5 min.
En campana de flujo laminar, se descart6 el sobrenadante cuidando de no extraer el pellet y se
resuspendié en PBS. Se sacO una muestra de 10 pL y se realiz6 un conteo simple de las células
viables, en camara de Neubauer, por exclusion con azul de tripan (dilucion %: 10 pL de

solucion celular, 10 pL azul de tripan).

En un falcon de 15 ml se ajustd una alicuota de la suspensién celular en PBS a una
concentracién de 100.000 células/ml con medio de cultivo DMEM suplementado con HEPES
25mM, suero fetal bovino al 10%, NaHCO, 44mM, estreptomicina 100 pg/ml y penicilina G
sodica 100 Ul/ml a 37°C para las células TA3, TA3-MTX-R,VERO y RPMI suplementado con 1
% de glutamina, 1% de Estreptomicina/Penicilina y 10% de FBS para las células CCRF-CEM,
CEM/C2. Un volumen de 10 ml de cada respectiva suspension final se trasvasa a placas de

petri.

Para el mantenimiento de los cultivos celulares, cada 3 dias, en funcién de la confluencia
alcanzada en las placas de petri, se determinan las concentraciones celulares correspondientes vy,

como anteriormente se ha especificado, se ajusta una suspension de 100.000 cél./ml con medio



nuevo. La apariencia del medio RPMI pasa desde un color rosado-rojo (rojo fenol a pH 7,4) a un
color amarillo (rojo fenol a pH 7-6,5). La apariencia del medio DMEM pasa desde un color lila

(rojo de metilo a pH 7,4) a un color amarillo (rojo de metilo a pH menor a 7).

Las placas se almacenaron en condiciones constantes en una incubadora a 37 °C, 5% CO,, 95%

de aire y a 1 atm de presion.

2.2.2. Protocolo de tripsinizacion.

Se retira el sobrenadante de la placa y se agrega 1 ml de solucion enzimética (0,25%Tripsina,
0,3 mM EDTA), se deja encubar a 37°C durante 3 minutos. Una vez desprendida la monocapa
celular se neutraliza la accion enzimatica agregando 1 ml de medio de cultivo DMEM
suplementado. Se centrifugan las células y se procede a descartar el sobrenadante sin dafiar el
pellet, se resuspende en medio DMEM suplementado y se saca una alicuota de 10 pL para
realizar recuentos en camara Neubauer con azul de tripan para finalmente ajustar a las

concentraciones necesarias.

La tripsinizacion se utilizd en la manipulacion de las células VERO. Por ser estas células
adherentes, fue necesario antes de realizar cualquier dilucién o concentracion celular primero
desprender la monocapa de su contenedor y las células mismas entre ellas a través de la enzima

tripsina.

2.2.3. Método de descongelacion celular.®

Se saca el vial del congelador o tanque de nitrdgeno liquido y se coloca en un bafio maria a
35-37 °C hasta que se descongela. Se limpia el exterior con alcohol al 70% y se abre el vial en la
camara de flujo laminar. Con ayuda de una pipeta se trasvasa a un falcon y se afladen 4 ml de

medio que debe estar a 37 °C, se mezcla bien.

Centrifugar a 800 rpm durante 3-4 min., se descarta el sobrenadante para eliminar el DMSO,
previamente afiadido en la congelacion, que es toxico. Se afiade al medio de cultivo respectivo y

suplementado.

10



Incubar durante 24 hr en estufa a 37 °C bajo 1 atm de presion y una concentracion de CO, del
5%.

2.2.4. Recoleccion de células.>6167:68

La recoleccion de las células destinadas a la medicion del consumo de oxigeno TA3 'y TA3-
MTX-R se realizd de acuerdo al método descrito por Moreadith y Fiskum®. Las células fueron
separadas después de 5-6 dias de una inoculacién intraperitoneal de los fluidos asciticos
provenientes de los ratones correspondientes. Los ratones se sacrificaron por dislocacion
cervical. Los fluidos asciticos fueron removidos mediante una incision en el abdomen vy filtrados
a través de una gasa. La cavidad peritoneal se lavo con 5 ml de medio de lavado frio (0-4 °C),
gue contenia: NaCl 150mM, KCI 5mM y Tris-HCI 10 mM, a pH 7,4. Las células tumorales se
lavaron tres veces con el mismo medio, mediante centrifugaciones sucesivas a 180 g durante 5
min. a 4 °C, el sobrenadante fue descartado por aspiracién. Se utilizé una centrifuga refrigerada

automatica marca Sorvall modelo RC-2.

Las células se suspendieron y se centrifugaron nuevamente bajo las mismas condiciones una
0 dos veces mas, hasta remover la contaminacion por eritrocitos. Finalmente las células
tumorales fueron resuspendidas, en el mismo medio y diluidas a un volumen adecuado para

obtener una concentracion alrededor de 45-50 mg de proteinas/ml.

Las células TA3 y TA3-MTX-R fueron separadas de los fluidos asciticos luego de 5-6 dias de

ser inoculadas, mediante un método de recoleccion.

La recoleccion de células TA3, TA3-MTX-R, VERO, CEM/C2 y CCRF-CEM destinadas a la
determinacion de viabilidad se realizé desde las placas almacenadas en condiciones constantes,
descritas en el numeral 2.2.2.

11



2.2.5. Medicion de la concentracion de proteinas.”

La concentracion de proteina para células tumorales TA3 y TA3-MTX-R se determind
mediante el método de Lowryeg, este consiste en suspender 0,1 ml de la muestra en 1,9 ml de
medio Tris, de la cual se tomaron 50 pL y se completd a 2 ml con agua destilada. Después se
agregd 1 ml de reactivo C (0,1 ml de CuSQO, al 1%, 0,1 ml de tartrato de Nay K al 2% y 9,8 ml
de NaCO; al 2%). Se dejé incubar por 10 min., luego se adiciond 50 pL de reactivo de Folin, y

se incub6 durante 30 min. a T° ambiente. Finalmente se midi6 la absorbancia a 500 nm.

Para determinar la concentracion de protednas, se utilizé un estandar de albimina preparado

en forma similar. Los resultados se expresaron como mg de proteina por ml (mg/ml).

2.2.6. Medicion del consumo de oxigeno (respiracion celular).”*®

El consumo de oxigeno de células tumorales TA3 y TA3-MTX-R se midi6
polarograficamente con un electrodo de oxigeno tipo Clark N° 5331 (Yellow Springs Instrument,
Yellow Spring, OH, U.S.A.) colocado horizontalmente en una celda de acrilico transparente de
un volumen de 0.6 ml, termorregulada a 25 °C y usando un amplificador YSI® modelo 53
conectado a un inscriptor Servocordes SR6254. La diferencia de potencial de entrada es de 100
mV. El medio de reaccion de 0.6 ml contiene la misma solucion de lavado (NaCl 150mM, KCI
5mM vy Trys-HCI 10 mM, a pH 7,4). Se us6 esta solucién saturada con aire como patrén para
calibrar el electrodo de oxigeno a 100% de saturacion. La solubilidad del oxigeno del aire en el
medio de respiracion (agua) a 25 °C y a 718 mm de Hg de presion atmosférica es 271.515
nanomoles de O. El consumo de oxigeno se expres6 como nanomoles de O/minuto/mg de

proteina.

Como medio de ensayo se usd la misma solucion de lavado descrita para la recoleccion de
células tumorales. Como substrato se adicion6 glutamina a una concentracion final de 5 mM. El
consumo de oxigeno se comenzd a registrar cuando se agregd directamente a la celda una
alicuota de 1.7 mg aprox. de proteinas celulares. La medicién control correspondié al registro
comprendido desde el instante en que fue agregada la alicuota de 1.7 mg aprox. de proteinas

celulares hasta que se consumio todo el oxigeno del medio.
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Para determinar el efecto de los compuestos en estudio sobre el consumo de oxigeno, se
realiz6 el mismo procedimiento anterior. Consumido el 20% del oxigeno del medio, se agregd
una alicuota del compuesto en estudio, repitiendo el proceso para cada medicién agregando
paulatinamente mayores alicuotas con el objeto de obtener trazos polarograficos del consumo de

oxigeno versus la concentracion del compuesto.

Como desacoplante se utilizo6 CCCP 0,14 mM para la linea TA3 y 0.42 mM para la sublinea
TA3-MTX-R.

2.2.7. Cultivo de células.’®®

Para el cultivo de células se utilizaron multiplacas de 96 pocillos. Se sembraron 100 pL de
una solucion 100.000 células/ml en cada pocillo, resultando un ndmero de 10.000
células/pocillo, se dejo la placa con la solucion celular en reposo durante 24 hrs. antes de agregar
los compuestos a estudiar, periodo en cual se espera que se dupliquen. Se estudiaron en cada
experimento seis concentraciones por triplicado de cada compuesto sembrando 3 placas

respectivamente para las 24, 48 y 72 hrs.

Las lineas TA3, TA3-MTX-R, VERO, CEM/C2 y CCRF-CEM mantenidas en placas de petri
se contaron en una camara de Neubauer, por exclusion con azul de tripan, se determinaron sus
concentraciones y se ajustaron a 100.000 células/ml con medio de cultivo suplementado. Para las
lineas celulares TA3, TA3-MTX-R y VERO se utiliz6 como medio de cultivo DMEM
suplementado y para las lineas celulares CEM/C2 y CCRF-CEM se utilizo como medio de

cultivo RPMI suplementado.

Las soluciones de las células en suspension TA3, TA3-MTX-R, CEM/C2 y CCRF-CEM se
mantuvieron en cultivo durante 24 hrs en placas de petri. En este periodo se espera que se
dupliquen. Luego de pasadas las 24 hrs las placas se agitaron y se alicuotaron las soluciones
depositando 990 ml en tantos eppendorf de 1,5 ml como concentraciones se desearon estudiar de
un mismo compuesto. A cada eppendorf se le adicionan 10 pL de una solucién del compuesto en
estudio a una concentracién, preparada anteriormente, que diluida 100 veces se obtenga la

concentracion requerida final. Se deposité el contenido de los eppendorf en cada canal
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respectivo de una canoa de 12 canales y se procedid a trasvasar con una pipeta multicanal en los

respectivos pocillos de la multiplaca.

Al cumplirse los tiempos 24, 48, 72 hrs se centrifugaron la placas, en centrifuga de placas, en
campana de flujo laminar se descart6 el sobrenadante y se adicionaron 100 uL de PBS en cada
pocillo, se agitd nuevamente y se llevo a centrifugacion. Se repite este proceso de lavado 3 veces
con PBS hasta que ya no queden trazas de color en en la multiplaca. En el ultimo lavado se
descarta el sobrenadante y se adicionan 100 pL/pocillo de una solucién, preparada
anteriormente, de MTT 0,5 mg/ml con RPMI sin rojo fenol. Se deja incubar por una hora en

condiciones constantes (37 °C, 1 atm, 5% CO,).

Cumplido el tiempo se observa en microscopio invertido la formacion de cristales de
formasan. Se agregan 10 uL de solucién solubilizante (triton x 100 al 10% de HCI 0,01M) y se

agita hasta la disolucion total de los cristales. Se procede a medir en lector de placas a 570 nm.

Las células VERO se sembraron en multiplaca, 100 pL de una solucién celular 100.000/ml,
se dejo incubar por 24 hrs, tiempo durante el cual se espera una duplicacién. Pasadas las 24 hrs
se descarta el medio suplementado y se agrega nuevo medio suplementado con las
concentraciones del compuesto en estudio. Se incuba por 24, 48 y 72 hrs, cuando se cumplen los
tiempos se descarta el medio y se realizan 3 lavados sucesivos con PBS hasta desaparicion de las
trazas de color. Se agrega 100 pL de una solucion de MTT 0,5 mg/ml con RPMI sin rojo fenol.
Se deja incubar por una hora en condiciones constantes (37 °C, 1 atm, 5% CO,). Luego se
descarta el medio y se agregan 100 pL de DMSO por pocillo, se dejan solubilizar los cristales de

formasan por 5 minutos a 37 °C y se mide en lector de placa a 570 nm.

En todos los estudios de viabilidad, la primera corrida vertical de la multiplaca se dejo libre

para realizar el blanco y la segunda corrida horizontal se sembro con la solucion control.

Los lavados consecutivos con PBS se realizaron para eliminar las trazas de compuestos,

debido a que los compuestos por si solos reducen el MTT.
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I11.- RESULTADOS.

3.1 Efecto de la concentracion de los compuestos en estudio sobre el crecimiento de lineas
celulares TA3, TA3-MTX-R, CEM/C2, CCRF-CEM y VERO.

3.1.1 Efecto sobre el crecimiento de lineas celulares TA3y variante resistente TA3-MTX-
R.

En los estudios de inhibicién del crecimiento se obtuvieron valores significativos para los
distintos compuestos. Los diferentes cultivos celulares se expusieron por 24, 48 y 72 hrs. a
concentraciones crecientes de cada compuesto. El efecto sobre el crecimiento celular se expreso
como % de inhibicion del crecimiento respecto del control. Se observéd que la sobrevivencia de
las células es inversa a la concentracion de los compuestos y al tiempo de exposicion a los

mismos.

Los resultados obtenidos con la linea celular de adenocarcinoma mamario de raton (TA3) y
su sublinea multiresistente (TA3-MTX-R) se pueden ver en las figuras 3.1.a, 3.1b y 3.1c donde
se muestran las actividades obtenidas a los tiempos 24, 48 y 72 horas. Los graficos muestran una
inhibicidn creciente al aumentar el tiempo de exposicion de las células y la concentracion de los

compuestos.

Para las comparaciones de los ICs se utilizaron los resultados a las 48 horas de exposicion a
los compuestos. En la tabla 3.4 se detallan los valores de los 1Cs y en el grafico 3.4 se muestra

una comparacion visual entre los 1Cs, alcanzados.

El compuesto DA7P1 mostrd tener el mayor efecto sobre el crecimiento celular, 1C5, 11.07 y
15.6 UM para la linea TA3 y para la sublinea TA3-MTX-R respectivamente. El siguiente en
efectividad es DA2P1 con unos I1Cs, de 13.98 y 16.98 UM para la linea TA3 y para la sublinea
TA3-MTX-R respectivamente. Los compuestos DA2P2, RAM7 y RAM9 presentan 1Cs de
15.85, 16.71y 23.18 uM para TA3y 20.6, 32.6 y 35.0 uM para TA3-MTX-R. El menos activo
es DAL, con un ICs 23.4 pM para TA3y 36.1 pM para TA3-MTX-R.
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Como anteriormente se expuso, el compuesto DA7P1 es el que presenta mayor potencia en la
inhibicién del crecimiento celular, aproximadamente el doble de actividad sobre el crecimiento
celular, tanto para TA3 como para la variante resistente, respecto de los compuestos DAL,
RAM7 y el RAMO. Esto se puede apreciar en el grafico 3.4. El compuesto DA7P1 posee una
actividad incrementada 111% y 131% sobre TA3 y TA3-MTX-R en compararcion con la accion
inhibitoria de DA1. Considerando el compuesto RAM7, tenemos que DA7P1 muestra una
actividad 109% y 124% mayor para TA3 y TA3-MTX-R. Respecto a RAM9 se tiene que la
accion sobre las células TA3, por parte de DA7P1, es 111% mayor y sobre la sublinea resistente
DATP1 presenta una actividad inhibitoria 109% mayor que la producida por RAM9. Ahora
relativo a los compuestos DA2P2 y DA2P1 la brecha entre los 1Cs, en comparacién con los
alcanzado por DA7P1, disminuyen, siendo la actividad de DA7P1 43% y 32% mayor que la
expresada por el compuesto DA2P2, correspondiente al compuesto DA2P1 es 26% y 9%
mayor. Esto es tanto para TA3 como para TA3-MTX-R respectivamente. La comparacién visual

es posible verla en el gréfico 3.4.
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Figura 3.1b. Efecto de DA2P1 y DA2P2 sobre células de adenocarcinoma mamario de
raton de la linea celular TA3 y la sublinea resistente TA3-MTX-R. En el momento de agregar el
compuesto la concentracién celular es de 200.000 células/ml aproximadamente. Las mediciones
se realizaron luego de 24, 48, 72 hrs. de exposicion al compuesto. Los resultados se expresan
como % de inhibicion del crecimiento respecto del control correspondiente. Cada resultado es el
promedio de 3 0 mas experimentos realizados de forma independiente y por triplicado.Los 1Cs
del compuesto DA2P2 a las 24 — 48 — 72 hrs. fueron 16.7 — 15.8 — 15.7 uM para TA3 y 28.7 —
20.6 — 16.0 para las TA3-MTX-R respectivamente. Los ICs, del compuesto DA2P1 a las 24 —
48 — 72 hrs. fueron 14.9 — 13.98 — 13.2 pM para las TA3 y 44.2 — 16.98 — 13.3 para las TA3-
MTX-R respectivamente.
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Figura 3.1c. Efecto de RAM7 y RAM9 sobre células de adenocarcinoma mamario de
raton de la linea celular TA3 y la sublinea resistente TA3-MTX-R. En el momento de agregar el
compuesto la suspension celular es de 200.000 células/ml aproximadamente. Las mediciones se
realizaron luego de 24, 48 y 72 hrs. de exposicion al compuesto. Los resultados se expresan
como % de inhibicion del crecimiento respecto del control correspondiente. Cada resultado es el
promedio de 3 0 mas experimentos realizados de forma independiente y por triplicado. Los I1Cs
del compuesto RAMY a las 24 — 48 — 72 hrs. fueron 61.2 — 23.2 — 17.7 UM para TA3 y 50.8 —
35.0 — 29.7 para las TA3-MTX-R respectivamente. Los ICsy del compuesto RAM9 a las 24 —
48 — 72 hrs. fueron 27.5 - 16.7 — 14.97 uM para las TA3 y 42.5 — 32.6 — 23.44 para las TA3-

MTX-R respectivamente.
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Figura 3.1a. Efecto de DA7P1 y DA1 sobre células de adenocarcinoma mamario de raton
de la linea celular TA3 y la sublinea resistente TA3-MTX-R. En el momento de agregar el
compuesto la suspension celular es de 200.000 células/ml aproximadamente. Las mediciones se
realizaron luego de 24, 48, 72 hrs. de exposicién al compuesto. Los resultados se expresan como
% de inhibicién del crecimiento respecto del control correspondiente. Cada resultado es el
promedio de 3 0 mas experimentos realizados de forma independiente y por triplicado. Los I1Cs
del compuesto DA7P1 alas 24 — 48 — 72 hrs. fueron 11.5 - 11.07 — 9.27 uM para TA3 y 22.6 —
15.6 — 13.1 para las TA3-MTX-R respectivamente. Los 1Cs, del compuesto DAL a las 24 — 48 -
72 hrs. fueron 71.8 — 23.4 — 13.95 uM para las TA3 'y 54.4 — 36.1 — 22.4 para las TA3-MTX-R
respectivamente.
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Lineas celulares TA3 TA3-MTX-R
Compuestos IC50 UM SD uM IC50 UM SD uM
DA7P1 11,07 0,92 15,6 0,44
DA2P1 13,98 12 16,98 1,6
DA2P2 15,85 13 20,6 0,33
RAM7 16,71 0,75 32,6 2,34
RAM9 23,18 0,34 35,0 12
DAl 23,40 0,68 36,1 0,34

Tabla 3.1. Valores de los ICs, alcanzados por los distintos compuestos sobre la linea celular TA3
y TA3-MTX-R a las 48 hrs. de exposicion. Los resultados son el promedio £ SD de 3 0 méas
experimentos realizados por triplicado.
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Grafico 3.1. Comparacion de los 1Cs, alcanzados por los compuestos en estudio sobre la linea

celular TA3 'y TA3-MTX-R alas 48 hrs. de exposicion.
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3.1.2 Efecto sobre el crecimiento de lineas celulares CCRF-CEM y variante resistente
CEM/C2.

En los estudios de inhibicidn del crecimiento, los resultados estan expresados como % de
inhibicion respecto del control. En la linea tumoral de linfocitos T CCRF-CEM vy la sublinea
resistente CEM/C2, se observd un incremento en las inhibiciones del crecimiento a medida que
se aumentan las concentraciones de los distintos compuestos y el tiempo de exposicion a estos.
Los graficos de inhibicién de crecimiento a las 24, 48 y 72 se pueden ver en las figura 3.2a, 3.2b,

3.2c y en ellos se especifican los ICs, obtenidos a los distintos tiempos.

Para las comparaciones de actividades se utilizaron los 1Cs, luego de 48 hrs. de exposicion a
los compuestos. En la tabla 3.5 se muestran los valores de los ICs, y en el gréafico 3.5 se

comparan los 1Csq entre ellos.

El compuesto mas activo es el DA7P1, seguido por el DA2P1, con ICsy 9.24 — 12.4 uM para
CCRF-CEM y 10.6 — 13.6 uM para CEM/C2 respectivamente. Los compuestos DA2P2, RAM9
y RAMY obtuvieron actividades cercanas entre ellos, 1Csy 14.0 — 14.4 — 18.9 uM para la linea
CCRF-CEM y 14.3 — 14.7 — 20.9 uM para la sublinea CEM/C2 respectivamente. El compuesto
DAL es el menos activo dentro del conjunto probado alcanzando ICsy 29.7 UM para las CCRF-
CEMy 33.7 uM para las CEM/C2.

El DA7P1, para ambos tipos celulares, posee una actividad aproximadamente 3 veces la del
compuesto DA1, esto es alrededor de 200% mayor actividad que DAL, y aproximadamente el
doble de la actividad de RAM9 correspondiente a un 100% aprox. de mayor actividad que
RAM?7, tanto para CCRF-CEM como para CEM/C2. Concerniente a los compuestos RAM9,
DA2P2 y DAZ2P1, sobre células CCRF-CEM, el compuesto DA7P1 muestra una accion
inhibitoria del crecimiento 52%, 44% y 34% mayor que estos. Sobre células CEM/C2 la
actividad de DA7P1 es 59%, 36% y 28% mayor que aquella presente en los compuestos antes
mencionados, respectivamente. Graf. 3.5, Los compuestos logran una inhibicion mayor en
CCRF-CEM que en la linea resistente CEM/C2, en general los ICs, alcanzados por los
compuestos, en las horas 24-48-72, fueron superiores en la linea celular CCRF-CEM que en su

variante resistente.
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Figura 3.2a. Efecto de DA2P1 y DA2P2 sobre células tumorales de linfocitos T CCRF-
CEM vy la sublinea multiresistente CEM/C2. En el momento de agregar el compuesto la
suspension celular es de 200.000 células/ml aproximadamente. Las mediciones se realizaron
luego de 24, 48, 72 hrs. de exposicidon al compuesto. Los resultados se expresan como % de
inhibicién del crecimiento respecto del control correspondiente. Cada resultado es el promedio
de 3 0 méas experimentos realizados de forma independiente y por triplicado. Los ICs, del
compuesto DA2P1 a las 24 — 48 — 72 hrs. fueron 16.8 — 12.5 — 9.54 uM para las CCRF-CEM y
24.1 - 13.6 — 12.1 para las CEM/C2 respectivamente. Los 1Cs, del compuesto DA2P2 a las 24 -
48 — 72 hrs. fueron 19.9 — 13.3 — 8.64 UM para CCRF-CEM y 22.6 — 14.4 — 8.82 para las
CEMY/CE2 respectivamente.
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Figura 3.2b. Efecto de RAM7 y RAM9 sobre células tumorales de linfocitos T CCRF-
CEM vy la sublinea multiresistente CEM/C2. En el momento de agregar el compuesto la
suspensién celular es de 200.000 células/ml aproximadamente. Las mediciones se realizaron
luego de 24, 48, 72 hrs. de exposicion al compuesto. Los resultados se expresan como % de
inhibicién del crecimiento respecto del control correspondiente. Cada resultado es el promedio
de 3 0 més experimentos realizados de forma independiente y por triplicado. Los ICs, del
compuesto RAM7 a las 24 — 48 — 72 hrs. fueron 20.0 — 14.1 — 11.6 uM para las CCRF-CEM y
20.2 — 16.9 — 8.84 para las CEM/C2 respectivamente. . Los ICsy del compuesto RAM9 a las 24 -
48 — 72 hrs. fueron 36.3 — 18.9 — 17.4 uM para CCRF-CEM y 64.6 — 20.9 — 20.3 para las
CEMI/CEZ2 respectivamente
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Figura 3.2c. Efecto de DA7P1 y DA1 sobre células tumorales de linfocitos T CCRF-
CEM vy la sublinea multiresistente CEM/C2. En el momento de agregar el compuesto la
suspensién celular es de 200.000 células/ml aproximadamente. Las mediciones se realizaron
luego de 24, 48, 72 hrs. de exposicién al compuesto. Los resultados se expresan como % de
inhibicién del crecimiento respecto del control correspondiente. Cada resultado es el promedio
de 3 0 més experimentos realizados de forma independiente y por triplicado. Los ICs, del
compuesto DA7P1 a las 24 — 48 — 72 hrs. fueron 14.98 — 9.24 — 8.88 uM para CCRF-CEM vy
15.8 -10.6 — 8.50 para las CEM/CE2 respectivamente. Los I1Csy del compuesto DAL a las 24 —
48 — 72 hrs. fueron 38.9 -29.7 — 25.7 uM para las CCRF-CEM y 50.2 — 33.7 — 26.1 para las
CEMY/C2 respectivamente.
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Lineas celulares CCRF-CEM CEM/C2
Compuestos 1Cso UM SD pM 1Cso UM SD uyM
DA7P1 9,24 0,75 10,6 1,2
DA2P1 12,4 1,20 13,6 0,65
DA2P2 13,3 0,82 14,4 0,94
RAM7 14,1 0,67 16,9 0,61
RAM9 18,9 1,20 20,9 2,1
DA1 29,7 2,30 33,7 1,6

Tabla 3.2. Valores de los ICs, alcanzados por los distintos compuestos sobre la linea celular
CCRF-CEM y CEM/C2 a las 48 hrs. de exposicidon. Los resultados son el promedio + SD de 3 o

mas experimentos realizados por triplicado.
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Grafico 3.2. Comparacion de los 1Cs, alcanzados por los compuestos en estudio sobre la linea
celular TA3y TA3-MTX-R a las 48 hrs. de exposicion.
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3.1.3 Efecto sobre el crecimiento de la linea celular VERO.

Los compuestos fueron probados en células no tumorales VERO (células epiteliales de rifion
de mono verde africano Chlorocebus), en ellas al igual que en las lineas celulares anteriores se
observd una inhibicion del crecimiento progresiva a medida que se incrementaban las
concentraciones de los compuestos y el tiempo al que eran expuestas. Una vez cumplidas las
horas 24, 48 y 72 se obtuvieron las mediciones de inhibicidén de crecimiento respecto del control

y se calcularon los ICsg, estos resultados pueden ser revisados en las figuras 3.3a, 3.3b, 3.3c.

Para las comparaciones entre las actividades de los compuestos se utilizaron las mediciones
obtenidas a las 48 hrs. En la tabla 3.6 se presentan los valores de los ICsy a las 48 hrs. de
exposicion a los compuestos en estudio y en el grafico 3.6 se muestra una comparacion de las

actividades de estos.

DAT7P1 es el compuesto que presenta mayor actividad alcanzando un 1Csy 11,7 UM, las
actividades de DA2P1 y DA2P2 fueron similares, 1Cs, 18,8 - 19,9 uM respectivamente, los
compuestos RAM9, RAM?7 alcanzaron los 1Csy 28.6 y 24.0 uM respectivamente, el compuesto

DAL es el que obtuvo la menor actividad con un ICsq de 31,1 uM.

En el gréafico 3.6 se puede apreciar que el mas potente de los compuestos probados es el
compuesto DA7P1, este posee una actividad practicamente 2,6 veces la del compuesto DA1, este
altimo el menos potente de la serie, esto es alrededor de un 165% mas potencia por parte de
DAT7P1. Concerniente al compuesto RAM7 y el compuesto RAM9, el DA7P1 posee una
actividad que dobla la de estos compuestos, por lo tanto posee una actividad un 105% y 144%
mayor que la observada en RAM7 y RAMO. La actividad de DA7P1 es 70% y 61% mayor que
las de DA2P2 y DA2P1 respectivamente.
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Figura 3.3a. Efecto de DA2P1 y DA2P2 sobre células no tumorales VERO. En el momento de
agregar el compuesto la concentracion celular es de 200.000 células/ml aproximadamente. Las
mediciones se realizaron luego de 24, 48, 72 hrs. de exposicion al compuesto. Los resultados se
expresan como % de inhibicion del crecimiento respecto del control correspondiente. Cada
resultado es el promedio de 3 0 méas experimentos realizados de forma independiente y por
triplicado. Los ICsy del compuesto DA2P1 a las 24 — 48 — 72 hrs. fueron 30.2 — 18.8 — 16.5 puM
respectivamente. Los I1Csy del compuesto DA2P2 a las 24 — 48 — 72 hrs. fueron 34.7 — 19.9 —
7.98 UM respectivamente.
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Figura 3.3b. Efecto de RAM7 y RAM9 sobre células no tumorales VERO. En el momento de
agregar el compuesto la concentracion celular es de 200.000 células/ml aproximadamente. Las
mediciones se realizaron luego de 24, 48, 72 hrs. de exposicién al compuesto. Los resultados se
expresan como % de inhibicion del crecimiento respecto del control correspondiente. Cada
resultado es el promedio de 3 0 mas experimentos realizados de forma independiente y por
triplicado. Los ICs, del compuesto RAMY a las 24 — 48 — 72 hrs. fueron 44.6 — 24.0 — 17.8 uM
respectivamente. Los ICsy del compuesto RAM9 a las 24 — 48 — 72 hrs. fueron 37.6 — 28.6 —
25.4 uM respectivamente.
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Figura 3.3c. Efecto de DA7P1 y DAL sobre células no tumorales VERO. En el momento de
agregar el compuesto la concentracion celular es de 200.000 células/ml aproximadamente. Las
mediciones se realizaron luego de 24, 48, 72 hrs. de exposicién al compuesto. Los resultados se
expresan como % de inhibicion del crecimiento respecto del control correspondiente. Cada
resultado es el promedio de 3 0 mas experimentos realizados de forma independiente y por
triplicado. Los ICs del compuesto DA7P1 a las 24 — 48 — 72 hrs. fueron 21.6 — 11.7 — 6.04 uM
respectivamente. Los ICs, del compuesto DAL a las 24 — 48 — 72 hrs. fueron 92.0 — 31.1 — 26.1
UM respectivamente.
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Linea celular VERO
Compuestos 1Cs5o UM UM
DA7P1 11,7 0,30
DA2P1 18,8 0,20
DA2P2 19,5 0,31
RAM7 24,0 0,50
RAM9 28,6 0,31
DAl 31,1 0,64

Tabla 3.3. Valores de los ICsy alcanzados por los distintos compuestos sobre la linea celular
VERO a las 48 hrs. de exposicion. Los resultados son el promedio =+ SD de 3 o més

experimentos realizados por triplicado.
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Grafico 3.3. Comparacion de los I1Cs, alcanzados por los compuestos en estudio sobre la linea
celular VERO a las 48 hrs. de exposicion.
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3.2 Efecto de los compuestos en estudio sobre la respiracion de células tumorales TA3 Y
TA3-MTX-R.

En la figura 3.1 se muestran los trazos polarograficos caracteristicos del consumo de oxigeno.
En el primer trazo la actividad control representa una velocidad de consumo de oxigeno de 7,76
nmol O/min/mgr. prot.. El segundo trazo muestra la actividad del compuesto DA2P2 a una
concentracién baja, con la cual ocurre una activacion del consumo de oxigeno de las células
TA3, en este ensayo se observo una activacion de la respiracion en un 24% a una concentracion
de DA2P2 de 0.4 mM. Posteriormente, al aumentar en diez veces la concentracion (4 mM), en
la suspension celular, el efecto desacoplante de la hidroquinona se solapa con la actividad
inhibitoria, observandose un 29% de inhibicién de la respiracién. Finalmente en el Gltimo trazo
se puede apreciar el efecto inhibidor de DA2P2 en presencia del desacoplador CCCP, en este

ensayo se alcanza un 44% de inhibicion a una concentracion de 0.4 mM de.
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a) b) C)

5mM dutamina 5mM Gutamina 5mM Qutamina
1,72mg prot. cel. TA3 1,72mg prot.cel. TA3 1,72mg prot. cel. TA3
CCCP 0,14 mM

04 mM DA2P2

nmoles O

Figura 3.4 Trazos polarograficos que muestran: a) velocidad de consumo de oxigeno de la
linea celular TA3, utilizando como substrato glutamina. Representa la actividad control. b)
Velocidad del consumo de oxigeno de la linea celular TA3 en presencia del compuesto
hidroquinénico DA2P2, teniendo como substrato glutamina. c¢) Velocidad del consumo de
oxigeno de la linea celular TA3 en presencia del compuesto hidroquinénico DA2P2, teniendo
como substrato glutamina y como desacoplante el compuesto CCCP.
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3.2.1 Efecto de los compuestos sobre la respiracion de células tumorales TA3 Y TA3-MTX-
R en ausencia de CCCP.

Se observd que en ausencia de CCCP las inhibiciones sobre la respiracion celular, a
concentraciones maximas alcanzadas antes de percibir precipitacion en la camara del
polardgrafo, no superaron el 50% respecto del control. Ademas se observd que en un rango de
concentracién (0 - 0,4 mM), los compuestos estudiados actuaban como activadores de la

respiracion.

En el grafico 3.2 y la tabla 3.2 se muestran las actividades comprendidas en el rango de
concentracién de los compuestos entre 0 — 0,4 mM y en ausencia del desacoplador CCCP. En
estas condiciones los compuestos se comportan como activadores de la respiracion celular.
Aquel compuesto que gener6 una mayor activacién fue el DA2P1 alcanzando un 31% de
activacion en la linea TA3 y 30,7 % en la linea TA3-MTX-R. Los compuestos DA2P2 y DA7P1
obtuvieron 25,1 — 24,1 % de activacion en la linea TA3 y 27,5 — 23,8 % de activacion en la
linea TA3-MTX-R. El compuesto que generd una menor activacion en ambas lineas celulares es
el DAL, 21,1 % sobre TA3 y 13,4% sobre TA3-MTX-R. Los compuestos presentaron
activaciones muy similares ante las dos lineas, la excepcion la hace el compuesto DAL el cual
disminuye la activacion sobre TA3-MTX-R en un 56.9% respecto de la generada sobre las
células TAS.

En el grafico 3.2 y la tabla 3.2 también se muestran los resultados de inhibicion de la
respiraciéon en presencia de CCCP. Estos resultados fueron obtenidos a rangos de
concentraciones mayores a aquellas en las cuales se observaron los efectos activadores
detallados anteriormente. No se pudieron realizar comparaciones entre 1Cs, debido a que en
ausencia de CCCP no se obtuvieron inhibiciones mayores al 50%. Sin embargo se hace una
comparacion de las inhibiciones maximas respectivas de cada compuesto con lo que se pueden
visualizar diferencias entre la eficacia de los compuestos en relacion a la inhibicion de la
respiracion celular. La eficacia estd dada por la méxima respuesta generada por un compuesto
sobre su diana, y esta depende del nimero de complejos formados y de la eficiencia del receptor

involucrado.
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Aquellos compuestos que alcanzaron una mayor inhibicion méaxima son, en orden
descendente, DA2P1 y DA7P1, 38.1 y 35.5% de inhibicion maxima sobre TA3. En el caso de
los resultados obtenidos sobre la linea TA3-MTX-R, el que genero la inhibicion maxima mayor
es el DA7P1 seguido del DA2P1, 36.1 y 34% respectivamente. DA2P2 obtuvo 29,6% de
inhibicion sobre TA3 y 28,9% sobre TA3-MTX-R. Al comparar las inhibiciones sobre las dos
lineas celulares se puede apreciar que las inhibiciones son menores sobre la linea resistente, en el
caso de DA2P1 y DA2P2, o practicamente iguales como es el caso de DA7P1, mientras tanto, en
relacién con el compuesto DAL se ve un aumento de la inhibicion sobre la sublinea resistente,

es decir un incremento del 27.7% respecto de la inhibicion sobre TA3.

La propiedad de activar la respiracion celular es propia del comportamiento de acido débil
que tienen los grupos hidroxilos en el anillo aromatico.

linea celular TA3 TA3-MTX-R

% Activacion % Inhibicién | % Activacion % Inhibicion
Compuestos | max.(0-0,4mM) | mM max. méax.(0-0,4mM) | mM max.
DAl 211 5 19,3 13,4 5 26,7
DA2P1 31,0 4 38,1 30,7 4 36,1
DA2P2 25,1 4 29,6 27,5 4 28,9
DA7P1 24,1 0,3 35,5 23,8 0,3 34,0

Tabla 3.4. Valores de los efectos maximos alcanzados por los compuestos sobre las lineas TA3 y
TA3-MTX-R. Los valores estdn expresados como % respecto de la actividad control. Los
experimentos se realizaron en ausencia del desacoplante CCCP. Los resultados de activacion
méaxima ocurrieron en el rango de concentracién 0-0,4mM. Los resultados son el promedio de
tres 0 méas experimentos independientes para cada compuesto en estudio.
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Comparacion de % de Activaciénes e Inhibiciones Maximas
en Células TA3
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Comparacion de % de Activaciénes e Inhibiciones Maximas
en Células TA3 - MTX -R
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Gréfico 3.4. Efectos maximos de los compuestos en estudio sobre las lineas celulares TA3 Y
TA3-MTX-R expresados como % de activacion y % de inhibicion respecto de la actividad
control, en ausencia de CCCP. Resultados promedios de tres 0 mas experimentos independientes
para cada compuesto en estudio.
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3.2.2 Efecto de los compuestos sobre la respiracion de células tumorales TA3 Y TA3-MTX-
R en presencia de CCCP.

Como anteriormente se desarroll6 el caso de inhibicién respiratoria en ausencia de CCCP, en
el cual se observé una inhibicion celular con una accion activadora solapada. Ahora se muestran
los resultados de inhibicion celular en presencia de CCCP, con el objeto de expresar solamente

la actividad inhibitoria de los compuestos sobre las lineas de carcinoma mamario de raton.

En el gréfico 3.1y la tabla 3.1 se comparan las inhibiciones maximas de la respiracion celular
provocadas por los compuestos estudiados en presencia del desacoplante CCCP. Los compuestos
DA2P1 Y DATP1 presentan una inhibicion maxima de 85,3 % a 83,98 % para la linea celular
TA3y de 84,7 % a 78,2 % para la linea celular TA3-MTX-R a las concentraciones 4 mM y
0,3 mM respectivamente. Para los compuestos RAM7 y RAMY las inhibiciones maximas
fueron similares entre ellos, 77,0 % - 75,6 % para la linea celular TA3 'y 71,2 % - 72,8 % para
la linea celular TA3-MTX-R respectivamente a la concentraciéon 1 mM. ElI compuesto DA2P2
alcanzé un efecto maximo de 67,8 % para la linea TA3 y 66,3 % para la linea TA3-MTX-R a la
concentracion 4 mM y el compuesto DAL obtuvo los efectos maximos 72,7 % - 53,0 % para las
lineas TA3y TA3-MTX-R a la concentracién 5 mM.

Como se puede apreciar en el grafico 3.1 el compuesto que alcanzé una mayor actividad
méaxima sobre la linea celular TA3 es el DA7P1 y seguidamente el DA2P1. Aquel compuesto
con menor actividad sobre esta linea celular es el DA2P2. Las actividades maximas de los
compuestos sobre la sublinea resistente fueron en general menores respecto de los resultados
obtenidos sobre las células TA3, sin embargo el DA2P1 y el DA2P2 mantuvieron practicamente
la misma inhibicion maxima en las dos lineas, y el primero encabeza la actividad méaxima sobre
la linea resistente quedando el DA7P1 como el segundo compuesto con mayor actividad. El
compuesto con menor actividad sobre TA3-MTX-R es el DAL, este compuesto sufrié una
disminucién de la inhibicion méxima de aproximadamente el 70% sobre TA3-MTX-R respecto

de la alcanzada sobre la linea TA3.
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Comparacion de % Inhibiciones Maximas
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Gréafico 3.5. Comparacion de las inhibiciones méximas, alcanzadas por los compuestos en
estudio sobre las lineas celulares TA3 Y TA3-MTX-R, en presencia de CCCP. Los resultados se

encuentran expresados en % de inhibicion respecto de la actividad control. Los resultados finales

fueron obtenidos de tres 0 méas experimentos independientes.

Linea celular TA3 TA3-MTX-R
Compuestos mM % Inhibicion mx. mM % Inhibicion mx.
DAl 5 72,7+3.2 5 53,0+4.5
DA2P1 4 85,3+ 1.02 4 84,7+ 1.5
DA2P2 4 67,8+ 1.3 4 66,3+2.7
DA7P1 0,3 83,98 £2.6 0,3 78,2+3.1
RAMY7 1 75,6 £6.2 1 72,8 +5.4
RAM9 1 77,0+ 3.6 1 71,2+2.1

Tabla 3.5. Valores de inhibiciébn maxima de cada compuesto sobre las lineas celulares TA3 Y
TA3-MTX-R, en presencia de CCCP. Los valores son expresados en % de inhibicion respecto a
la actividad control. Los resultados finales fueron obtenidos de tres 0o mas experimentos

independientes.
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Las inhibiciones sobre la respiracion celular mostrada por los compuestos en presencia de
CCCP, como se detall6 anteriormente, superaron el 50% de inhibicion, a diferencia de lo
observado en ausencia de CCCP. Por lo mismo es posible realizar una comparacion de las

potencias de los compuestos expresadas por los 1Csq respectivos.

En el grafico 3.3 y la tabla 3.3 se pueden observar los ICs, correspondiente a la inhibicion de
la respiracion sobre las lineas TA3 y TA3-MTX-R en presencia del desacoplador CCCP. El
compuesto DA7P1 es el que presenta el mayor efecto sobre la respiracion dentro del arsenal
estudiado tanto en la linea celular TA3 como sobre TA3-MTX-R, sus I1Cs, son de 0.012 mM y
0.035 mM respectivamente, mientras que el de menor actividad es el compuesto DAL con un
ICs0 1,57 mM para TA3 y 3.08 para TA3-MTX-R. Los ICs, intermedios son: sobre las lineas
TA3, 0.043, 0.085, 0.109, 0.545 para los compuestos RAM7, DA2P1, RAM9, DA2P2 y sobre
las lineas TA3-MTX-R los I1Cs, obtenidos son 0.091, 0.186, 0.296, 1.226 para RAM7, DA2P1,
RAMY, DA2P2 respectivamente.

Se puede observar que, sobre las dos lineas celulares, DA7P1 mostr6 ser mas eficaz al inhibir
la respiracion, presentd un efecto sobre TA3 130 veces mayor que el compuesto DAL y 88 veces
mayor respecto a la accion de DALl sobre TA3-MTX-R. Comparado con DA2P2 es
aproximadamente 40 veces mas efectivo sobre ambas lineas. Respecto de los compuestos
RAM9, DA2P1 y RAMT7 el compuesto DA7P1 posee un efecto sobre la respiracion

aproximadamente 9, 7 y 3 veces mayor que estos correspondientemente.

En general se necesitd una mayor concentraciéon de los compuestos para inhibir el 50% de la
respiracion sobre las células TA3-MTX-R que sobre las células TA3. Las curvas de inhibicion

son de tipo sigmoidea lo que indica un efecto cooperativo.
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IC50 en consumo de oxigeno en células TA3 MTX R +CCCP
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Grafico 3.6. Comparacion de los valores ICsy para cada compuesto sobre las lineas TA3 y TA3-
MTX-R , en presencia de CCCP.
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Linea celular TA3 TA3-MTX-R
Compuestos ICsomM SD mM 1ICso MM SD mM
DAT7P1 0,012 0,002 0,035 0,003
RAM7 0,043 0,002 0,091 0,002
DA2P1 0,085 0,002 0,186 0,020
RAM9 0,109 0,032 0,296 0,002
DA2P2 0,545 0,021 1,226 0,150
DAl 1,57 0,022 3,08 0,021

Tabla 3.6. Efecto de los compuestos en estudio sobre la respiracién celular en presencia de
CCCP.

IC50: Corresponde a la concentracion necesaria de un compuesto determinado para inhibir la
respiracion en un 50%.
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Discusion

Compuesto R1 R2 R3 R4 h i
DA2P1 CH; CHs CH,0H H H *CeHiz
DA2P2 CH; CH; H CH,OH | *CeHy, H
DA7P1 CH,CHj CH,CHj CH,0H H H *CeHi2
DA1 CH; CH; CH,0COCH; | H H *CeHi2
RAM9 CHs; CHs CHs CH,OH |[H H
RAM7 CH; CHs CH,0H CHs H H

* CgHy, : ciclohexano fusionado al anillo antracénico en su cara “h "o “j”.

DA2P1 V/s DATP1:

Estructuralmente los compuestos DA2P1 y DA7P1 confluencian en sus sustituyentes: poseen
un ciclohexano fusionado a la cara j del anillo antracénico y un alcohol metilico sobre el C5.
Divergen en los sustituyentes R1 y R2, ambos metilos en el compuesto DA2P1 vy etilos en el
compuesto DA7P1. Esta variacién hace que este ultimo sea levemente mas lipofilico, esto
ayudaria hipotéticamente a la difusion a través de las barreras lipidicas y por lo tanto facilita la

interaccion ligando-receptor.

Al alargar las cadenas alquilicas sobre el carbono 4 se ve una disminucion de la efectividad
aunque de forma minima, los efectos maximos alcanzados sobre la respiracion celular por estos
compuestos fueron cercanos al 80%. El compuesto DA2P1 posee una efectividad mayor aunque
con diferencia escasa respecto a DA7P1. En presencia de CCCP es 1,5%raz) Y 7,7%Ta3-MTx-R)
mas efectivo que DA7P1, en ausencia de CCCP es 6,8%ras) Y 5,8%ras-wtx-r) Mas efectivo que

DA7P1. También se ve que el compuesto con etilos tiene un accion activadora disminuida,
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presentando una activacion maxima 22,2%cras) Y 22,5%ras-mtx-r) Menor que DA2P1 (TA3:
24,1%paze1) 1s31%pazenyact.max. y TA3-MTX-R: 23,8%pazp1) /s30,7%pazey act.méx). No obstante
aunque DAZ2P1, con sustituyentes metilicos R1 y R2, muestra una superioridad en efectividad
frente a la inhibicion de la respiracion tanto como en la capacidad desacoplante, el reemplazo
por sustituyentes etilicos, ocurrido en el compuesto DA7P1, permite mayor potencia en la
inhibicién de la respiracion siendo 85,9% mas potente sobre células TA3 y 81,2% maés potente
sobre células TA3-MTX-R que DA2P1(DA7P1 tiene 7,08(ta3) Y 5,31(ras-mTx-r) VECES Mayor potencia
que DA2P1).

Las mediciones de viabilidad realizadas sobre diversas células mostraron que el compuesto
DAT7P1 es aquel con mas actividad de la serie, es por tanto mas potente sobre la inhibicion del
crecimiento celular que DA2P1. DAT7P1 tiene una actividad 20,81% y 8,13% mayor que la
obtenida por DA2P1 sobre células TA3 y su variante resistente respectivamente. Frente a células
CCRF-CEM y CEM/C2 el compuesto DA7P1 tiene una actividad 25,5% y 22,05% mayor que la
obtenida por el compuesto DA2P1. Por ultimo, las pruebas de viabilidad obtenidas sobre las
células Vero muestran que DA7P1 es 37,8% mas potente que DA2P1. Los datos obtenidos
demuestran que el compuesto con etilos posee mayor potencia que aquel que posee metilos
como sustituyentes R1 y R2, siendo mayor esta diferencia en potencia sobre células epiteliales
de riidn de mono verde africano (VERO). (DA7P1 es: 1,26(ra3), 1,09ras-mrxRr) 1,34(ccrr-cem),
1,28(cemico) Y 1.6(vero) Veces la potencia de DA2P1).

El compuesto DA7P1 muestra una disminucion de 29% en la actividad sobre la linea
resistente de tumor mamario de raton (TA3-MTX-R) respecto de la sensible (TA3). En cuanto
a las células tumorales de linfocitos T (CCRF-/CEM) disminuye su potencia en un 12,8% en
compararcién con la actividad sobre la variante resistente (CEM/C2). En cuanto a DA2P1, este
presenta un 21,4% de menor actividad sobre TA3 que sobre TA3-MTX-R y un 8,82% de menor
actividad sobre CEM/C2 que sobre CCRF-CEM. Por lo tanto se tiene que Ambos compuestos
disminuyen su potencia sobre las sublineas resistentes, siendo menor esta diferencia en la linea

de tumor de linfocito T, para ambos compuestos.

En comparacion con lo observado sobre ceélulas TA3 y células Vero, se tiene que el
compuesto DA7P1 presenta una diferencia minima en sus actividades, 5,38% maés potencia

sobre TA3 que aquella observada sobre VERO, sin embargo, es mas interesante lo observado en
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células CCRF-CEM ante la cual la actividad de DA7P1 es un 21,03% mayor que sobre células
VERO. En el compuesto DA2P1 se observa una mayor selectividad inhibitoria sobre las lineas
tumorales que aquella mostrada por el compuesto DA7P1, anteriormente. Las actividades sobre
células VERO son menores en un 25,6% que sobre TA3 y en un 34,04% respecto a células
CCRF-CEM. Por lo tanto tenemos que se detectan diferencias entre las actividades sobre células
tumorales y normales y se deduce que el compuesto DA2P1 es més selectivo que el compuesto
DAT7P1 entre células tumorales y normales. (DA2P1:La potencia sobre VERO es menor en un
25,6%ra3) v 34,04% ccrr-cem))-

DA2P1 /s DAL:

En el compuesto DAL existe una modificacion en el sustituyente R3 respecto del compuesto
DA2P1, sobre el C5 se ha realizado una esterificacién, eliminando de esta forma el sustituyente
R3= -CH,OH y dejando en su lugar una funcion R3 = - CH,OC OCHj, el resto de la estructura es
compartida con DA2P1. Al comparar estas dos moléculas se puede referir que esta aumentada la
lipofilia de DAL respecto de DA2P1.

Los resultados de los experimentos sobre inhibicidn de la respiracion celular muestran que la
esterificacion en C5 disminuye la efectividad de DAL, tanto en la inhibicion como la activacién
de la respiracion celular, respecto de aquella observada por DA2P1. Sobre la inhibicién de la
respiracién la efectividad baja en 14,8%A3) y 37,4%(TA3-MTX-R) en presencia de CCCP y se
observa una atenuacion de 49%(tA3) y 21%(TA3-MTX-R) en ausencia de CCCP respecto de DA2P1.
La activacién maxima de la respiracion causada por DAL también se ve disminuida respecto de
aquella observada en DA2P1, la activacion maxima de DAL es 31,9%(TA3) y 56,4%(TA3-MTX-R)
menor que la presentada por DA2P1. Los resultados sobre la respiracion celular anteriormente
revisados muestran que al eliminar el sustituyente alcohol metilico y reemplazarlo por el
sustituyente R3= -CH,OCOCH, se genera una disminucién importante sobre la efectividad tanto en
inhibiciébn como activacién de la respiracion. Ahora bien, en cuanto a potencia sobre la
inhibicion de la respiracion en células tumorales TA3 y TA3-MTX-R, DA2P1 tiene una
potencia 1747% y 1555% veces mayor que la mostrada por DA1(DA2P1 tiene 18,5(ras) Y 16,6(as-

mTx-R) VECES més potencia que DAL). DAL es el compuesto de menor potencia sobre la inhibicion
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de la respiracion celular de la serie, mostrando particularmente una actividad muy disminuida en

la inhibicion de la respiracion respecto de aquella observada por DA2P1.

Los resultados de viabilidad celular obtenidos no distan demasiado de la senda antes
mencionada, el compuesto DAL demostr6 ser el menos potente, en todas la lineas celulares, de
los seis compuestos probados. DA2P1 tiene una potencia 67,4%(tA3) y 112,6%(TA3-MTX-R) mayor
que la observada en DAL, sobre la linea tumoral de linfocitos T DA2P1 es 139,5%(CCRF-CEM) Y
147,8%(cemic2) mas potente que DAL y sobre la linea VERO se obtuvo que DA2P1 es 65,4%
mas potente que DAL. (DA2P1 es: 1,67ta3), 2,13(ra3-mrx-Rr) 2,4(ccrr-cemy 2,48(cemica) Y 1,65vero) VECES
la pot. de DAL)

Respecto de las actividades mostradas por DAL ante las células sensibles y sus variantes
resistentes tenemos que: es menos activo en un 35% sobre TA3-MTX-R comparado con TA3 y
menos activo en un 11,9% sobre CEM/C2 que sobre CCRF-CE. (DA2P1:21,4% y 8,82%

respectivamente). DAL es menos activo sobre las variantes resistentes.

El compuesto DAL muestra una apreciable disminucion de actividad sobre células VERO en
las cuales inhibe un 24,8% menos que sobre las células tumorales TA3, en cuanto a las células
CCRF-CEM esta diferencia es menor, se observa una actividad sobre células VERO 4,5% menor
gue sobre CCRF-CEM. Se puede apreciar que hay una mayor potencia en las actividades sobre
células tumorales mamarias que sobre las normales, pero que esta selectividad es infima entre
células VERO vy células tumorales de linfocitos T. (DA2P1: 34,5%ras) v 25,6%ccrr-cemy MENOS
potencia en VERO)

DA2P1 Vis RAMT:

En el compuesto RAM7, a diferencia de DA2P1, el anillo B se encuentra desprovisto del
ciclohexano sobre su cara j, a cambio de este anillo alquilico se encuentra un sustituyente metilo
sobre el C8, el resto de los sustituyentes los comparte con DA2P1. Ademas de estar desprovisto
del volumen del ciclohexano adyacente al —OH sobre el C9 esta variacion hace que RAM7 sea
menos lipofilico que DA2P1 a diferencia de los compuestos revisados anteriormente, DA7P1 y
DAL, en los cuales la lipofelicidad se encuentra aumentada. En consecuencia de esta variacion

RAM?7 disminuyé su efectividad en un 11,4%(A3) y 14,05%(TA3-MTX-R) respecto de DA2P1. Los

46



resultados de inhibicion de la respiracion celular muestran que el desempefio de RAM7 como
inhibidor se incrementa, tanto para TA3 como para su variante resistente, un 49,4%y 51,1%
respectivamente (RAM?7 tiene 1,98as) Y 2,04(ra3-mx-r) VECes la pot. DA2P1). Tenemos entonces que
aun cuando la efectividad ante la inhibicion de la respiracion se ve disminuida respecto del
compuesto DA2P1, los resultados de ICs, muestran que la potencia sobre la inhibicion de la
respiracion se ven afectadas de forma positiva debido a la ausencia del ciclohexano fusionado a

lacaraj.

Los resultados de viabilidad nos indican un descenso en las actividades del compuesto
RAMY. Al comparar las actividades de este con el compuesto DA2P1, tenemos que DA2P1
supera en un 19,5%tA3) y 91,9%1A3-MTX-R) la potencia de RAMY7. Sobre la linea celular de
linfocitos T tenemos que RAM7 disminuye su potencia en 13,7%(ccRF-CEM) Yy 24,3%(CEM/C2)
respecto de la alcanzada por DA2P1. Concerniente a la linea no tumoral VERO el compuesto
RAM?7 tiene un 27,6% de menor potencia que DA2P1. (DA2P1 tiene: 1,19qa3), 1,927az-mrx-
rR).L,14(ccre-cemy 1,24cemic) Y 1,28(vero) Veces la pot. de RAMY).

Al comparar las actividades de RAM7 sobre las células sensibles y sus variantes resistentes,
tenemos que: RAM7 es sobre TA3-MTX-R 95% menos potente que sobre TA3 y es 19,8%
menos potente sobre CEM/C2 que sobre CCRF-CEM. (DA2P1:21,4% y 8,82% respectivamente).
RAMY7 es menos activo sobre las sublineas resistentes que sobre las respectivas sensibles y se

destaca la diferencia observada entre las células de tumor mamario de raton.

RAM?7 muestra una menor inhibicién del crecimiento sobre las células normales VERO que
la generada sobre células tumorales, disminuye la actividad un 30,4%(TA3) y 41,2%(CCRF-CEM)
respecto de la observada en VERO. (DA2P1: 34,5% s v 25,6%ccrr-cemy Menos potencia en VERO).
El compuesto AM7 posee una selectividad cercana a la observada por DA2P1, siendo menos

potente sobe células normales.
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DA2P1 V/s DA2P2:

DA2P2 es un diasteroisomero del compuesto DA2P1, poseen los mismos sustituyentes. A
diferencia de DA2P1 el compuesto DA2P2 tiene el grupo funcional - CH,OH sobre el carbono 8 y
el anillo alquilico se encuentra fusionado a la cara h. Esta orientacion de los grupos funcionales
hizo que la eficacia disminuyera en un 20,5%(TA3) y 21,7%(TA3-MTX-R) en presencia de CCCP, en
cuanto a las mediciones en ausencia de CCCP la eficacia disminuy6 en 22,3%(TA3) y 19,9%(TAs3-
MTX-R). La eficacia frente a la activacion de la respiracion presentd un descenso de 19%(TA3) y
10,4%(A3-MTX-R). Ahora vemos que la eficacia tanto en la inhibicion de la respiracién como
frente a la activacion de esta se ve afectada de forma negativa por los cambios estructurales de
DA2P2 respecto de DA2P1. Los experimentos sobre la respiracion celular arrojaron resultados
de IC50 disminuidos para el compuesto DA2P2 respecto de DA2P1, reflejando un gran descenso
en su potencia. EI compuesto DA2P1 es 541%TA3) Yy 559%(TA3-MTX-R) MA&s potente que su
contraparte DA2P1(DA2P1 tiene 6,41ta3 Y 6,59ras-mTx-r) Veces la potencia DA2P2). En este caso
similar a lo observado en las comparaciones con DAL tenemos una disminucién importante en la

actividad de DA2P2 frente a su accion sobre la respiracion celular.

Las mediciones de viabilidad mostraron que DA2P1 supera en actividad al compuesto
DA2P2 en un 13,4%A3) y 21,3%(TA3-MTX-R) frente a las células de tumor mamario de raton.
Tambien se observd que DA2P1 supera en 7,2%(ccrrF-CEM) Yy 5,9%(cem/c2) en células de tumor
de linfocitos T a DA2P2. En las células VERO la inhibicion del crecimiento por parte de DA2P1
es 5,48% mayor, comparado con el compuesto DA2P1. (DA2P1 tiene: 1,13(tas 1,21raz-mrx-
r).1,07ccrr-cemy, 1,06cemicz) Y 1,06(vero) Veces la pot. de DA2P2). Por lo visto el compuesto DA2P2
disminuye su actividad respecto del compuesto DA2P1, sin embargo, esta disminucion en la

potencia es mucho menor a la ocurrida sobre la inhibicion de la respiracion.

En las actividades, que DA2P2 presentd en células TA3-MTX-R, se observd una disminucion
de la potencia de un 30% comparado con la linea sensible TA3, sobre CEM/C2 hubo un
descenso del 8,3% respecto CCRF-CEM (DA2P1:21,4% y 8,82% respectivamente). Las actividades

se presentaron mas potentes sobre células sensibles que sobre células rresistentes.

Al comparar las actividades sobre células normales VERO y sus contrapartes tumorales
podemos observar que DA2P2 es sobre TA3 20,4% mas potente y sobre CCRF-CEM 33,2% maés
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potente que sobre células VERO (DA2P1: 34,5%ras v 25,6%ccrr-cemy Menos potencia en VERO).

DA2P2 presentd una cierta selectividad sobre células tumorales.

DA2P2 Vs RAMO:

Hay una interesante relacion entre DA2P2 y el compuesto RAM9, observamos anteriormente
que la actividad del compuesto DA2P2 es menor en efectividad y potencia respecto de DA2P1 y
que este es un diasteroisomero de DA2P1 en el cual se encontraban opuestos los grupos
funcionales sobre el anillo B, ahora bien RAM9 es una variacién de DA2P2 en cuya estructura
se ha suprimido el anillo alquilico fusionado a la cara h y se ha reemplazado por un metilo sobre
el carbono C5, o también puede verse como un diasteroisomero del compuesto RAM7 en cual se
han invertido sus sustituyentes sobre el anillo B quedando la funcion alcohol metilico sobre el
C8 y el metilo sobre el C5. Anteriormente se mostré que la supresion del anillo alquilico
fusionado sobre la cara j disminuia la actividad en los experimentos de viabilidad, no asi en
inhibicién de la respiracion (En el caso de RAM7 respecto de DA2P1). Sin embargo, ahora se
observa que la actividad de RAM9 es superior a la presentado por DA2P2, tanto en su eficacia
como su potencia. La efectividad de RAM9 sobre la inhibicion de la respiracién es un
13,5%(1A3) Yy 7,4%(TA3-MTX-R) mayor que aquella presentada por DA2P2 (RAM9 tiene 5,0(ra3 Y
4,141 p3.mTx-r) Veces la potencia DA2P2). La potencia de RAMS sobre la inhibicion de la respiracion
es 80%(tA3) Yy 75,8%(TA3-MTX-R) mayor que la actividad mostrada por DA2P2 (RAM9 tiene

5,0(ra3) Y 4.141as-mTx-R) VECES la potencia DA2P2).

Los experimentos de viabilidad mostraron decrementos en la potencia del compuesto RAM9
con ausencia del anillo cicloalcano fusionado. Sobre células TA3 mostré que DA2P2 es 46,2%
mas potente, en cambio sobre la sublinea resistente TA3-MTX-R la diferencia fue mayor, 69,9%
mas potente que el compuesto RAMY. Sobre células CEM y CEM/C2 el compuesto DA2P2
tiene resultados sobre la potencia de inhibicién del crecimiento de un 42,1% y 45,1% mayor que
aquellos obtenidos con RAM9. En cuanto a las células normales VERO estos resultados
mostraron que DA2P2 es un 46,7% mas potente que RAMY. (DA2P2 tiene: 1,46(ta3), 1,69ras-mrx-

R),1142(CCRF-CEM)| 1145(CEM/C2) y 1147(VERO) veces la pot. de RAMQ) Por lo tanto la ausencia del
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ciclohexano genera una menor potencia sobre la inhibicidn del crecimiento frente a los distintos

tipos celulares, tanto tumorales como normales.

Al comparar las actividades sobre células tumorales sensibles y resistentes se obtuvo que
RAM9 es 51% menos activo sobre la linea resistente TA3-MTX-R que sobre TA3 y 10,6%
menos sensible sobre la linea resistente CEM/C2 que sobre la linea CCRF-CEM. (DA2P2:30% y
8,3% respectivamente). RAM9 posee una actividad mayor sobre células sensibles respecto de las

resistentes.

Por altimo al comparar las actividades sobre células VERO con aquellas obtenidas sobre
células tumorales se determind que el compuesto RAM9 presenta mas potencia sobre estas
Gltimas, esto es un 18,9%(tA3) y 33,9%(ccrr-cEM) Mas potente que sobre células VERO. (DA2P2:
20,4%ra3) v 33,2%ccre-cemy Menos potencia en VERO). ElI compuesto RAM9 presenta una

selectividad mayor que la mostrada por DA2P2 respecto de células tumorales y normales.

RAMO9 /s RAMT:

Los compuestos RAM9 y RAM7 muestran una relacion estructural similar a la que existe
entre los compuestos DA2P1 y DA2P2, estos son diasteroisomeros que presentan una inversion
de sus grupos sustituyentes en el anillo B, la diferencia es que los compuestos RAM9 y RAM7
no poseen el anillo alquilico fusionado y en reemplazo de este se tiene un grupo metilo, por lo
tanto tenemos que en RAMY existe un grupo metilo sobre el C8 y un metanol sobre el C5, en
cambio RAM9 presenta un grupo metilo sobre el C5 y un metanol sobre el C8, el resto de los
sustituyentes se mantienen como en el compuesto DA2P1. La orientacion del grupo funcional -
CH,OH generd caracteristicas distintas en las actividades de los compuestos, tanto en efectividad
como en potencia el compuesto RAM7 superé al compuesto RAM9. En cuanto a la efectividad
sobre la inhibicion de la respiracion RAM7 mostré una superioridad minima sobre RAM9,
1,85%(TA3), en cambio sobre la linea resistente RA3-MTX-R el compuesto RAM9 super6 en un
2,19% la efectividad de RAM7. Los experimentos de inhibicion de la respiracion celular
revelaron que RAMY presenta mas potencia que RAM9, 153,5%(TA3) Yy 225,3%(TA3-MTX-R) Mas

potente que RAM9 (RAM7 tiene 2,53(ta3 Y 3,257as-mTx-r) Veces la potencia RAM9). Entonces se
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tiene que, al revisar los datos sobre respiracion celular, aunque la orientacién del grupo

alcohdlico no afecta de manera relevante la efectividad si lo hace sobre la potencia.

En viabilidad también se muestra una superioridad en la potencia de RAM7 sobre RAM9 aungue
de menor magnitud que sobre la inhibicion de la respiracién celular. RAMY7 es 38,7 %(TA3) Y
7,36%(TA3-MTX-R) mas potente que RAM9 'y 34,0%(cCrF-CEM) Y 23,7%(CEM/C2) mas potente que
RAMO. Sobre células VERO RAM?7 presenta 19,2% mas potencia que RAM9. (RAM?7 tiene:
1,397a3), 1,07 (ras-mrx-r), 1,34 (ccre-cemy 1,24cemica) ¥ 1,19vero) Veces la pot. de RAMY).

Por Gltimo cabe decir que, como antes se comprob6 al analizar los resultados del compuesto
DAL, la presencia del grupo funcional metanol es importante para la actividad de estos
compuestos y esto se puede complementar también a raiz del analisis de los resultados obtenidos
en los experimentos con RAM9 y RAM?7, frente a los cuales esta patente que la orientacion de
este grupo dentro del anillo antracénico es también de importancia, siendo la disposicion sobre el

carbono 5 mas ventajosa que sobre el carbono 8.
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Conclusién

El compuesto DA7P1 resulto ser el mas activo de la serie. Su capacidad para inhibir la
respiracion celular super6 por sobre el 80% la potencia de DA2P1. También mostrd
superioridad en las pruebas de viabilidad sobre los cinco tipos celulares probados (TAS3,
TA3-MTX-R,CCRF-CEM.CEM/C2,VERO). Alargar las cadenas alquilicas sobre el C4,
desde metilo a etilo, aumenta la actividad considerablemente. Probablemente este efecto

lo genera el aumento de lipofilia del compuesto.

El grupo alcohol metilico sobre el anillo B resultd ser de gran importancia para la
actividad de los compuestos. En el caso de DA1, en el cual se ha reemplazado este grupo
funcional por una esterificacion, la potencia sobre la inhibicién de la respiracion fue
considerablemente menor. DAlpresento una potencia sobre 16 veces menos que el
compuesto DA2P1 que tiene el grupo funcional anteriormente aludido. En los ensayos
de viabilidad aunque la magnitud de la disminucion de la actividad fue menor
igualmente es considerable, alrededor de dos veces menos actividad que DA2P1 sobre

todos los tipos celulares.

La ubicacion del grupo funcional alcohol metilico demostrd ser relevante, se observo
que no solo su presencia sino que también su orientacién dentro de la molécula afectan
la potencia. EI compuesto RAMY, cuyo grupo funcional - CH,0H se encuentra sobre el
C5, mostrd ser alrededor de 3 veces mas potente que RAM9 ante la inhibicion de la
respiracion celular. En la inhibicion del crecimiento RAM7 muestra ser entre 20% a
30% mas potente que RAMO.
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e La relacion estructura-actividad en cuanto a la presencia o ausencia del ciclohexano
fusionado sobre el anillo B del nucleo antracénico mostré que : existe una disminucion
sobre la potencia ante la inhibicidn de la respiracion de aquellos compuestos presencia
del ciclohexano. Dos relaciones demuestran esta aseveracion: DA2P1, compuesto cuya
fusion con el ciclohexano es sobre la cara j, muestra una potencia 2 veces menor aprox.
gue RAMY el cual se encuentra desprovisto del ciclohexano y en cuanto a DA2P2
respecto de RAMY, relacionados de forma similar a la anteriormente descrita a
excepcion de que la fusion se encuentra sobre la cara i del compuesto DA2P2, en este

caso el primero es alrededor de 5 veces menos potente que el segundo.

e Sobre los efectos medidos en viabilidad la presencia del ciclohexano fusionado, al
contrario de lo ocurrido sobre la inhibicion de la respiracién, favorece la potencia en la
inhibicién del crecimiento celular. La relacién entre DA2P1 y RAM7 como la de
DA2P2 y RAMY, ofrecen resultados similares en donde es posible observar que la
presencia del ciclohexano permite una mayor potencia por parte de los compuestos
DA2P1 y DA2P2 (alrededor del 20% al 30% mas potente DA2P1 respecto de RAM7 y
entre el 40% a 50% mayor la potencia de DA2P2 que la observada en RAM9).

En cuanto a las efectividades observadas en los compuestos tenemos gue:

e Aquel con mayor efectividad de la serie es el compuesto DA2P1, todas las variaciones

respecto de este compuesto acabaron por disminuirla, en mayor o menor cantidad.

e En las variaciones en las cuales ha estado comprometida la funcién alcohol metilico la
disminucién de la efectividad se vio afectada en mayor magnitud respecto de la
observada en DA2P1. Es asi que en el caso del compuesto DAL, en el cual se encuentra
una esterificacion sobre el C4 reemplazando al -CH20H, esta disminuyd alrededor del
20% al 40%. Al relacionar el compuesto DA2P2, en el cual se ha invertido la posicion
del grupo funcional -CH20H (sobre el C8) respecto del compuesto DA2P1  (-CH20H

sobre el C5) la efectividad disminuye alrededor del 20%. La excepcion a esto la generan
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los compuestos RAM7 (-CH20H sobre el C5) y RAM9(-CH20H sobre el C8), a pesar de
tener este grupo funcional opuesto sus efectividades son préacticamente iguales. Por lo
tanto el grupo funcional -CH20H estd probablemente relacionado con la formacion de

complejos ligando-receptor y/o eficacia del receptor.

En relacién a la selectividad:

e La respuesta celular en general fue mayor sobre células sensibles (TA3,CCRF-CEM)
gue sobre las sublineas celulares resistentes (TA3-MTX-R, CEM/C2). Alrededor del
30% maés potencia sobre células sensibles de tumor mamario de ratén que su variante
resistente. Sobre tumor de linfocitos T respecto de la variante resistente se observé entre

un 8% a 12% mas potencia.

e El compuesto RAM7 present6 una mayor diferencia en las actividades sobre células
sensibles y resistentes, para las dos lineas celulares. 95% mas actividad sobre TA3 que
sobre TA3-MTX-R y 19,8% mas potencia sobre CCRF-CEM que sobre CEM/C2.

e Las actividades sobre células tumorales fueron en general mayores que las observadas
sobre células normales de rifién de mono verde africano (VERO). Alrededor de un 20%

mas potencia sobre TA3 y de un 30 a 40% de mayor potencia sobre CCRF-CEM.
¢ RAMYT mostré tener una mayor selectividad ente células normales VERO y tumorales,

se observo un 30% de mayor potencia sobre TA3 y 41,2 % de mayor potencia sobre
CCRF-CEM.
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