Titulo: El agente anticancerigeno nemorosona, es un nuevo y potente desacoplador
protonofdérico mitocondrial.

Autores: Gilberto L. Pardo-Andreu ®°’( gilbertopardo@infomed.sld.cu), Yanier Nufiez-
Figueredo °, Valeria G. Tudella ¢, Osmany Cuesta-Rubio ¢, Fernando P. Rodrigues ¢, Cezar
R. Pestana ©, Sérgio A. Uyemura °, Andréia M. Leopoldino®, Luciane C. Alberici ¢, Carlos
Curti ©

Centro de procedencia:

# Centro de Estudio para las Investigaciones y Evaluaciones Bioldgicas, Instituto de Farmacia y Alimentos,
Universidad de La Habana, ave. 23 # 21425 e/ 214 and 222, La Coronela, La Lisa, CP 13600, Ciudad
Habana, Cuba.

® Centro para las Investigaciones y Desarrollo de Medicamentos, Ave 26, No. 1605 Boyeros y Puentes
Grandes, CP 10600, Ciudad Habana, Cuba

¢ Departamento de Fisica e Quimica, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade
de Sé&o Paulo, Av. Café s/n, 14040-903 Ribeirao Preto, SP, Brazil

d Departamento de Quimica, Instituto de Farmacia y Alimentos, Universidad de La Habana, ave. 23 # 21425
e/ 214 and 222, La Coronela, La Lisa, CP 13600, Ciudad Habana, Cuba

¢ Departamento de Analises Clinicas, Toxicolégicas e Bromatoldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Av. Café s/n, 14040-903 Ribeirdo Preto, SP, Brazil

Palabras claves: Nemorosona, Mitocondria, Desacoplador, Protonéforo, HepG2 muerte
celular, Céancer.

PREMIO EN LA INSTANCIA NACIONAL DEL CONCURSO

RESUMEN

La nemorosona, un acilfloroglucinol policiclico y poliprenilado de origen natural, ha recibido una
creciente atencion por la comunidad cientifica internacional debido a su potente accion
anticancerigena in vitro. En este trabajo se demuestra el efecto toxico de la nemorosona (1-25 puM)
en la linea celular humana de cancer hepatico HepG2 por medio del ensayo de viabilidad del MTT,
asociado a una disipacion del potencial de membrana mitocondrial y una disminucién de los niveles
de ATP en este tipo celular. En mitocondrias aisladas a partir del higado de ratas se demostré que
la nemorosona (50-500 nM) mostré una potente actividad protonoférica desacopladora, comparable
al desacoplador protonoférico clasico carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona (CCCP). La
nemorosona incremento la velocidad de respiracion en estado 4, disipé el potencial de membrana
mitocondrial, estimuld la liberacion de Ca®" e inhibi6 su captacion por el organelo, y redujo
considerablemente sus niveles de ATP. La capacidad protonoférica de la nemorosona se demostré
por medio de la induccién de hinchamiento mitocondrial en un medio hipo-osmaético suplementado
con K* y acetato, en presencia de valinomicina. Por otro lado, concentraciones desacopladoras de
la nemorosona, en presencia de calcio y rojo de rutenio, indujeron un proceso conocido como
transicion de permeabilidad mitocondrial. Por tanto, se demuestra que la nemorosona es un potente
desacoplador mitocondrial protonoférico, y esta propiedad esta potencialmente involucrada en su
toxicidad sobre las células cancerigenas.

1. Introduccioén:

La nemorosona (1-benzoil-4-hidroxi-8,8-dimetil-3,5,7-tris(3-metil-2-butenil)-biciclo-[3.3.1]-
non-3-ene-2,9-diona; un tautdmero) (Fig. 1) es un acilfloroglucinol policiclico y poliprenilado
de origen natural, componente mayoritario de la resina de la especie Clusia (~50%) y
responsable de su actividad antimicrobiana (Ciochina and Grossman, 2006;
de Oliveira et al., 1999). Se ha observado que el propdleo cubano marron, cuyo
componente principal es la nhemorosona, ejerce una importante actividad antiproliferativa
sobre las células humanas de cancer de mama MCF-7 (Popolo et al., 2009). Por otro lado,
la nemorosona aislada ejerce una importante accién citotoxica in vitro contra un amplio
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rango de lineas celulares cancerigenas que incluyen mama, colon, cerebro, ovario, higado,
sangre y pulmon (Cuesta-Rubio et al., 2002; Diaz-Carballo et al., 2003; 2008a; 2008b).
Especificamente, la toxicidad de la nemorosona sobre neuroblastomas y lineas celulares
parentales de leucemia se ha asociado a su capacidad de modular los mecanismos
transductores de sefiales dependientes de Akt/PKBr (Diaz-Carballo et al., 2008a; 2008b).

Eventos mitocondriales tales como la disipacion del potencial de membrana, la
generacion de especies reactivas de oxigeno y la liberacién de proteinas activadoras de
caspasas, estdn muy vinculados a los mecanismos celulares de muerte por apoptosis y/o
necrosis (Kroemer and Reed, 2000). Es por eso que aquellos compuestos lo
suficientemente lipofilicos para acceder a las membranas mitocondriales, podrian inducir
muerte celular mediada por mecanismos mitocondriales. En este sentido, es probable que
la nemorosona cumpla con este criterio pues el valor tedrico de su constante de reparto
Log P, es de 8.3 y le brinda la capacidad de atravesar las membranas celulares y
mitocondriales. En este contexto, hemos evaluado el potencial desacoplador de la
nemorosona y su toxicidad sobre células cancerigenas. Los estudios se desarrollaron en
una linea celular de carcinoma hepatico (HepG2) y en mitocondrias aisladas a partir del
higado de ratas; la potencia desacopladora de la nemorosona se compard con la del
desacoplador protonoférico carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona (CCCP). Los resultados
demuestran que la nemorosona, ademas de ser citotoxica contra las células HepG2, es un
potente desacoplador protonofdérico mitocondrial.

Fig. 1. Estructura de la nemorosona (1-benzoil-4-hidroxi-8,8-dimetil-3,5,7-tris(3-metil-2-
butenil)-biciclo-[3.3.1]-non-3-ene-2,9-diona; un tautdbmero).

2. Materiales y Métodos:
2.1. Compuestos y reactivos

Todos los reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, USA). Las
soluciones se prepararon utilizando agua destilada y desionizada. La soluciones de
nemorosona se prepararon en dimetil sulféxido (DMSO) y se utilizaron en los cultivos
celulares o en los medios de reaccién mitocondrial con una diluciéon de 1/1000 (v/v).

2.2. Obtencion de la nemorosona
La nemorosona se extrajo de la resina floral de C. rosea segun reporte previo (Cuesta-
Rubio et al., 2001).

2.3. Cultivo de las células HepG2

Las células HepG2 se obtuvieron del American Type Culture Collection (ATCC), No. HB
8065. Se cultivaron en medio Dulbecco suplementado con un 10% de suero fetal bovino,
100 IU/ml penicilina G, 100 mg/ml estreptomicina y 1 pg/ml anfotericina.



2.4. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad de las células HepG2, y HEK293T (ATCC), se evalué por medio de un
ensayo colorimétrico que emplea [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio bromuro]
(MTT). Las células (2x10%) se incubaron por 8h en places de 96 pozos en ausencia (células
controles) o presencia de nemorosona o CCCP en un volumen final de 200 pl. La viabilidad
celular se expresé como % en relacion a las células no tratadas (control).

2.5. Ensayo para determinar el potencial de membrana mitocondrial (A¥) en las células
HepG2.

El potencial de membrana mitocondrial se estimé por medio de la retencion celular del
marcador cationico fluorescente rodamina 123 (Lemasters et al., 1993; Nakagawa and
Moore, 1999). Su concentracion se determin6 en el sobrenadante por medio de un
espectrofotometro de fluorescencia F-4500 (Hitachi, Tokyo, Japan) a 505/535 nm
(excitacion/emisién). Los datos se expresan como por ciento de los valores de
fluorescencia en relacion a las células no tratadas (control).

2.6. Determinacion de ATP en las células HepG2.

El ATP celular se determina por medio del ensayo de la luciferina-luciferasa. Las
células (6x10%) se incubaron 1h en placas de cultivo de 24 pozos, en ausencia (control) o
presencia de nemorosona (5-25 pM) o CCCP (25 uM). La bioluminiscencia se determiné
en el sobrenadante con un kit analitico de Sigma-Aldrich, de acuerdo a las instrucciones
del fabricante, empleando un fotometro de luminiscencia AutoLumat LB953 (Perkin-Elmer
Life Sciences, Wilbad, Germany).

2.7. Aislamiento de las mitocondrias de higado de ratas.
Las mitocondrias se aislaron por el método clasico de centrifugacion diferencial a partir
del higado de ratas Wistar machos (Pedersen et al., 1978).

2.8. Procedimientos de incubacién

Las mitocondrias se energizaron con 5 mM de succinato de potasio (mas 2.5 uM
rotenona) en un medio de incubacién estandar que contenia 125 mM de sacarosa, 65 mM
KCly 10 mM HEPES-KOH, pH 7.4, a 30°C.
2.9. Ensayos mitocondriales

La respiracion mitocondrial se monitore6 polarograficamente por medio de un oxigrafo
equipado con un electrodo tipo Clark (Hansatech instruments, oxytherm electrode unit,
UK). El potencial de membrana mitocondrial se determiné espectrofluorimétricamente
usando como marcador fluorescente la safranina O ( 10 uM) (Zanotti and Azzone, 1980)
en un espectrofotometro de fluorescencia Hitachi, modelo F-4500 (Tokyo, Japan) a
495/586 nm (excitacion/emision). Estos experimentos se desarrollaron en presencia de
01 mM EGTA y 2 mM KyHPO,. La movilidad del Ca®* se monitore6
espectrofluorimétricamente utilizando como marcador 150 nM de Calcium Green 5N
(Molecular Probes, OR, USA) a 506/531 nm (excitacién/emision) (Rajdev and Reynolds,
1993). Las especies reactivas de oxigeno (ERO) se  monitorearon
espectrofluorimétricamente utilizando como marcador fluorescente 1 uM Amplex red
(Molecular Probes, OR, Eugene) y 1 Ul/ml de peroxidasa de rdbano a 563/587 nm
(excitacion/emisién) (Votyakova and Reynolds, 2001). La curva patrén obtenida por medio
de la adicion de cantidades conocidas de H,O, al medio de ensayo en presencia de los
reactivos (amplex red y peroxidasa de rdbano) mostré linealidad hasta 2 uM. La pendiente
asociada al incremento de la fluorescencia se convirti6 en concentracion de H,O, (10
unidades de fluorescencia representaron 80 pmol H,O,). El hinchamiento mitocondrial se
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estimo6 espectrofotométricamente a partir de la disminucion de la absorbancia aparente a
540 nm, utilizando un espectrofotometro Hitachi, Modelo U-2910 (Japdn).

2.10. Determinacion de ATP en la mitocondria

El ATP mitocondrial se determindé por medio del ensayo de la luciferina-luciferasa
(Lemasters and Hackenbrock, 1976). La bioluminiscencia se determind en el
sobrenadante utilizando un kit analitico de Sigma/Aldrich, de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Se empled un fotémetro de luminiscencia AutoLumat LB953 (Perkin-Elmer
Life Sciences, Wilbad, Germany).

2.11. Ensayo de hinchamiento mitocondrial en medio hipo-osmético con acetato de
potasio

Las mitocondrias (0.45 mg proteina) se incubaron en un medio que contenia 54 mM de
acetato de potasio, 5 mM HEPES-NaOH pH 7.1, 0.1 mM EGTA, 0.2 mM EDTA, 0.1 mM
azida de sodio, 0.1% albumina sérica bovina, 15 pM atractil6ésido, 1 uM antimicina A, y 0.3
mM propanolol para inhibir los canales de aniones de la membrana interna mitocondrial.
Luego se afiadio 1 uM de valinomicina y la nemorosona o el CCCP en un volumen final de
1.5 ml. El hinchamiento se determiné a partir de la disminucion en la absorbancia a 540
nm (Mingatto et al., 2000; Nicholls, 1982).

2.12. Andlisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA de dos vias asumiendo igualdad de varianzas con el test post
hoc de Bonfferoni para comparaciones mdultiples pareadas. Los resultados se presentan
como medias + SEM. Los resultados con P < 0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos.

3. Resultados:
3.1. Efectos de la nemorosona sobre la viabilidad, potencial de membrana mitocondrial y
niveles de ATP en las células HepG2

La incubacién de las células HepG2 con la nemorosona por 8h resultd en una
disminucion de la viabilidad celular, estimado por el ensayo del MTT (Fig. 2A). La
nemorosona a 25 UM indujo aproximadamente un 75% de muerte celular, un efecto casi
dos veces mas citotoxico que el mostrado por el desacoplador clasico CCCP. Por otro
lado, se observé un efecto disipador del potencial de membrana mitocondrial, estimado
por la retencion mitocondrial de la rodamina 123, luego de 1h de incubacion (Fig. 2B). El
efecto fue dosis-dependiente, y la potencia de la nemorosona fue superior a la del CCCP.
Se aprecia una evidente correlacion entre este efecto y la disminucion de la viabilidad
celular (Fig. 2A), sugiriendo una relacion causa-efecto entre ellos. También 1h de
incubacion con la nemorosona indujo una disminucion de los niveles de ATP en las
células, de manera dosis-dependiente (Fig. 2C), y con un patrdn similar a la disipacion del
potencial de membrana mitocondrial y la disminucién de la viabilidad celular.

Resulta interesante el hecho de que a diferencia de las células HepG2, la exposicion
de las células embrionicas de rifion humano no cancerigenas HEK293T a 25 pM de
nemorosona resulté en un pobre efecto sobre la viabilidad celular (~10% de muerte) en
comparacion con el CCCP (~40 % de muerte), estimado por el ensayo del MTT (no se
muestran los resultados), o que abre nuevas perspectivas para futuros ensayos sobre la
toxicidad de la nemorosona en diferentes lineas celulares cancerigenas y no
cancerigenas A
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Fig. 2. Efectos de la nemorosona o el CCCP sobre la viabilidad de las células HepG2 (A),
potencial de membrana mitocondrial (B) y niveles de ATP (C). Las condiciones de ensayo
se describen en Materiales y Métodos. Las barras representan las medias + SEM de tres
experimentos diferentes  * Diferencias significativas en relacién al Control o CCCP,
respectivamente, para P < 0.05..

3.2. Efectos de la nemorosona sobre la respiracion de mitocondrias aisladas a partir del
higado de ratas

La figura 3A muestra efectos dosis dependiente de la nemorosona sobre la respiracion
mitocondrial. Las mitocondrias se incubaron con succinato (mas rotenona), sustrato
respiratorio del complejo Il, seguido de la adicion de ADP para iniciar la fosforilacion
(estado 3). Después que el ADP se consume para la sintesis de ATP, la respiracion
alcanza un estado basal (estado 4). La nemorosona a 50-500 nM indujo un marcado
incremento en la velocidad de respiracion en estado 4 (V4), comportdndose como un
potente desacoplador mitocondrial (ver también Fig. 3B). La nemorosona no disminuyé la
velocidad de respiracion en estado 3 (V3), indicando que no inhibe a los componentes de
la cadena respiratoria, ni a la ATP sintasa (Fig. 3A and 3B); el ligero incremento
observado en V3 probablemente refleja su potente efecto desacoplador. Como era de
esperar, el efecto desacoplador resultdé en una disminucion dosis dependiente de la razén
de control respiratorio (RCR, valor control de 4.6 + 0.2) (Fig. 3C). La razén ADP/O par a
las mitocondrias controles fue de 1.70 = 0.26; no fue posible evaluar los efectos de la
nemorosona en este parametro pues a concentraciones de 250-500 nM, las mitocondrias
perdian su control respiratorio debido al marcado efecto desacoplador.

RLM
| Nem orcccp A

f e d

T T T T )
100 200 300 400 500
Time (s)

oA

Fig. 3. Efectos de la nemorosona o el CCCP sobre la respiracion de mitocondrias aisladas
a partir del higado de ratas (RLM) y energizadas con succinato. Trazos representativos
(A), velocidades de respiracion fosforilativa (V3) y basal (V4) (B), y razén de control
respiratorio, RCR (C). RLM (0.5 mg proteinas/ml) se incubaron en ausencia (control) o
presencia de nemorosona o CCCP en un medio estandar suplementado con 0.1 mM
EGTA, y en las condiciones descritas en Materiales Métodos. Para la determinacion de V3
se afiadieron 100 uM de ADP. V, se determin6 una vez consumido el ADP afadido. Las
adiciones en el Panel A se indican con flechas. Las barras representan las medias + SEM
(n=3). " Diferencias significativas en relacién al Control, para P < 0.05.

3.3. Efectos de la nemorosona sobre el potencial de membrana mitocondrial (A%¥) y la
liberacién de Ca?*

La figura 4A muestra que la nemorosona promueve una disipacion del potencial de
membrana mitocondrial de forma dosis-dependiente, observandose el mayor efecto a 500
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nM. Las unidades de fluorescencia (media £ SEM a 250 s) fueron: 23.10 = 4.71 (linea a),
72.28 + 5.13 (linea b), 96.21 + 6.46 (linea c) and 98.64 £ 8.14 (linea d). Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre la (linea a) y el resto de las lineas para P
< 0.05. Esto es consistente con el incremento en V, inducido por la nemorosona y
refuerza su potente actividad desacopladora. En este sentido, la figura 4B muestra que la
nemorosona indujo una liberacién del Ca®* mitocondrial de manera insensible al inhibidor
cldsico de la transicibn de permeabilidad mitocondrial, ciclosporina A, y prevenido
parcialmente por el rojo de rutenio, inhibidor del transportador de Ca** mitocondrial. Solo
la combinacion del rojo de rutenio con la ciclosporina A fue capaz de prevenir
completamente la liberacion de Ca?* mitocondrial inducida por la nemorosona. Las
unidades de fluorescencia (media + SEM a 250 s) fueron: 58.42 £ 5.12 (linea a), 61.66 *
8.80 (linea b), 127.24 + 13.58 (linea c), 169.94 + 10.39 (linea d), 155.21 + 12.95 (linea e),
73.39 = 5.84 (linea f) y 58.25 %= 11.42 (linea g). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la (linea a) y las lineas (c), (d), (e) y (f), para P <
0.05. No se encontraron diferencias significativas entre la linea a y la linea g. La
nemorosona, de manera similar al CCCP, también previno la captacién de Ca®" por las
mitocondrias (Fig. 4C). Las unidades de fluorescencia (media + SEM a 250 s) fueron:
56.73 £ 5.92 (linea a), 104.65 £ 10.26 (linea b), 156.94 + 8.70 (linea c) and 177.06 + 12.09
(linea d). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la (linea a) y el
resto de las lineas para P < 0.05. Por lo tanto, la disipacién del potencial de membrana
mitocondrial inducido por la nemorosona, probablemente impide la captacién de Ca?'
medigga por su transportador mitocomrial.
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Fig. 4. Efectos de la nemorosona o CCCP sobre el potencial de membrana (A), liberacién
de Ca®* (B) y captacién de Ca®" (C) en las mitocondrias (0.5 mg proteinas/ml) energizadas
con succinato, expresados como Unidades Arbitrarias de Fluorescencia (AFU), y segun lo
descrito en Materiales y Métodos. Paneles Ay C: (a) ninguna adicién (control), (b) 250 nM
nemorosona, (c) 500 nM nemorosona, y (d) 100 nM CCCP. Panel B: lo mismo que en los
paneles A/C mas (e) 500 nM nemorosona con 1 uM ciclosporina A, (f) 500 nM
nemorosona con 1 uM rojo de rutenio, y (g) 500 nM nemorosona con 1 uM rojo de rutenio
y 1 uM ciclosporina A. El ADP (100 uM) y CCCP (1 uM) fueron afiadidos donde se indica
en los gréaficos. Los resultados son representativos de tres experimentos con diferentes
preparaciones mitocondriales.
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niveles de ATP en las mitocondrias aisladas luego de 10 min de incubacién con estas. A
500 nM, este compuesto indujo una disminucion de mas del 50% del ATP en relacion a
las mitocondrias controles. Este efecto fue similar al provocado por 1 uM de CCCP. Como
en el caso de las células HepG2, este efecto sobre las mitocondrias aislada es
probablemente consecuencia de la disipacion del potencial de membrana mitocondrial
debido a la accion desacopladora de la nemorosona.

Fig. 5. Efectos de la nemorosona o CCCP sobre los niveles de ATP en las mitocondrias (1
mg proteina/ml) energizadas con succinato, 10 min después de la incubacion en un medio
estandar segun Materiales y Métodos. Las barras representan los valores medios + SEM
(n=3). " Diferencias significativas en relacién al Control, para P < 0.05.

3.5. Hinchamiento mitocondrial inducido por la nemorosona en mitocondrias tratadas con
valinomicina e incubadas en un medio hipo-osmotico
con K*-y acetato

RLM
0.7

Con el objetivo de caracterizar las propiedades
protonofoéricas de la nemorosona, llevamos a cabo
b ensayos de hinchamiento mitocondrial en un medio
06 hipo-osmotico en presencia de K* y acetato (Nicholls,
1982). La valinomicina, ionéforo para K*, se incubd
con las mitocondrias no energizadas para forzar la
entrada de iones K" al interior del organelo; en estas
05— ———————————— _condiciones el acetato atraviesa las membranas

Time (5) mitocondriales en su forma protonada, generando asi

un gradiente de protones.

Fig. 6. Hinchamiento inducido por la nemorosona o el CCCP en mitocondrias tratadas con
valinomicina e incubadas en un medio hipo-osmoético en presencia de iones potasio y
acetato segun Materiales y Métodos. RLM (0.45 mg proteina) se incubaron con el medio
en un volumen final de 1.5 ml. Las adiciones fueron: (a) ninguna, (b) 1 uM valinomicina,
(c) 1 pM valinomicina + 1 uM CCCP, (d) 1 uM valinomicina + 200 nM nemorosona, (e) 1
UM valinomicina + 300 nM nemorosona, (f) 1 uM valinomicina + 500 nM nemorosona y (g)
1 pM valinomicina + 2 pM nemorosona. Los resultados son representativos de tres
experimentos con diferentes preparaciones mitocondriales.
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Las sustancias protonoféricas inducen un hinchamiento mitocondrial en estas condiciones
pues promueven el paso de protones desde la matriz mitocondrial al medio extra-
mitocondrial, lo que favorece la entrada de mas iones K' y acetato al interior de la
mitocondria (Nicholls, 1982). En este sistema, tanto la nemorosona como el CCCP
indujeron un hinchamiento mitocondrial de forma dosis-dependiente (Fig. 6). La caida en
la absorbancia evidencia el hinchamiento mitocondrial. Los valores de absorbancia (media
+ SEM a 100 s) fueron: 0.682 = 0.015 (linea a), 0.659 + 0.016 (linea b), 0.567 + 0.018
(linea c), 0.626 = 0.013 (linea d), 0.614 £ 0.019, (linea €), 0.598 + 0.020 (linea f) y 0.584 +
0.015 (linea g). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) entre
la (linea b) y las lineas (c), (d), (e), (f) y (g). Estos resultados demuestran que la
nemorosona desacopla a las mitocondrias por un mecanismo protonoforico.

3.6. Efectos de la nemorosona sobre el hinchamiento mitocondrial mediado por Ca®* en
ausencia o presencia de rojo de rutenio
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La figura 7A muestra que en presencia de Ca®"y ausencia del rojo de rutenio, en medio
isotonizado con sacarosa, tanto la nemorosona como el CCCP solo inducen un ligero
hinchamiento dado por una pequefia disminucion en la absorbancia. De hecho, no se
encontraron diferencias estadisticas entre las diferentes condiciones experimentales. Sin
embargo, cuando se afiadié el rojo de rutenio luego de la captacién del Ca?" por las
mitocondrias (Fig. 7B), ambos compuestos indujeron un extenso hinchamiento de forma
dosis-dependiente, y sensible a la ciclosporina A. Esta induccion de hinchamiento esta
asociada al proceso de transicion de permeabilidad mitocondrial (Zoratti and Szabd,
1995). Los valores de absorbancia (medias + SEM a los 100 s) para el panel (B) fueron:

1.734 £ 0.015 (linea
| A a), 1.670 + 0.012

s (inea b), 1.618 =

c.d 0.013 (linea «c),
1.744 + 0.017 (linea
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(linea e) y 1.754 +
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diferencias
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Fig. 7. Efectos de la nemorosona o el CCCP sobre el hinchamiento iso-osmotico de
mitocondrias energizadas con succinato en ausencia (A) o presencia (B) del rojo de
rutenio. RLM (0.5 mg proteina/ml) se incubaron en medio estandar suplementado con 20
UM Ca*, y bajo las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Una caida en la
absorbancia indica el hinchamiento mitocondrial. Las adiciones fueron: (a) ninguna adicién
(control), (b) 250 nM nemorosona, (c) 500 nM nemorosona, (d) 500 nM nemorosona + 1
MM ciclosporina A, (e) 1 uM CCCP, (f) 1 uM CCCP + 1 pM ciclosporina A. En el panel (B),
el rojo de rutenio se afadio luego de 100-s incubacion de las mitocondrias con 20 uM
Ca?*. Los resultados son representativos de tres experimentos con diferentes
preparaciones mitocondriales.

3.7. Efectos de la nemorosona sobre la generacion mitocondrial de especies reactivas de
oxigeno (ERO)
Fig. 8. (A) Efectos de
la nemorosona o el
CCCP sobre la
generacion de ERO en
mitocondrias
energizadas con
succinato. RLM (1 mg
proteina) se incubaron
en un medio estandar
suplementado con 0.1

oo QT ®

T
0
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Time (s) Amplex Red y 1 Ul/ml
de peroxidasa de



rabano, en un volumen final de 2 ml como se describe en Materiales y Métodos. Las
condiciones de incubacion fueron: (a) sin adicion (control), (b) 250 nM nemorosona, (c) 1
MM nemorosona, (d) 100 nM CCCP, (e) 200 nM CCCP. Los datos se expresan como AFU
(unidades arbitrarias de fluorescencia). (B) Velocidad de generacion de las ERO: las
leyendas son las mismas que en (A). Las barras representan las medias + SEM (n=3).
Diferencias significativas en relacion al Control para P < 0.05.

La pérdida de la impermeabilidad de la membrana interna mitocondrial a los protones
puede producirse en situaciones asociadas a una extensa y no especifica
permeabilizacién de la misma como en el caso de los efectos de la peroxidacion lipidica
como resultado de la acumulacién de las ERO (Castilho et al., 1994). Sin embargo, la
figura 8 muestra que en el rango de concentracion desacopladora, la nemorosona no
presenta ningun efecto pro-oxidante sobre la mitocondria. Por el contrario, tanto la
nemorosona como el CCCP redujeron ligeramente la velocidad basal de generacion de
ERO en el organelo, efecto esperado considerando un estado relativamente méas oxidado
de los componentes de la cadena de transporte de electrones, dado el desacoplamiento
mitocondrial.

4. Discusion:
La nemorosona, acilfloroglucinol policiclico y poliprenilado de origen natural, ha recibido
una creciente atencién debido a su potente efecto anticancerigeno in vitro. (Cuesta-Rubio
et al.,, 2002; Diaz-Carballo et al., 2003; 2008a; 2008b; Popolo et al., 2009). Se han
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propuesto varios mecanismos para explicar este efecto,
entre ellos, la capacidad de la nemorosona de modular
las vias transductoras de sefales dependientes de
Akt/PKB (Diaz-Carballo et al., 2008a; 2008b) y de inducir
la enzima p300 histona acetiltransferasa (Dal Piaz et al.,
2010). En este trabajo mostramos por primera vez que
ademas del efecto citotoxico sobre las células HepG2, la
nemorosona es un potente desacoplador mitocondrial
protonofdrico.Los agentes desacopladores
mitocondriales transportan

Fig. 9. Representacién esquemética del mecanismo de desacoplamiento protonoférico mitocondrial

propuesto para la nemorosona

protones a través de la membrana interna mitocondrial, disipando de esta forma el
gradiente de protones requerido para el acoplamiento entre el transporte de electrones y
la fosforilacion oxidativa. Son generalmente acidos organicos débiles con valores de pKj,
entre 4-7 (Terada, 1981, 1990). Las caracteristicas quimicas que le aportan a la
nemorosona la capacidad de desacoplar las mitocondrias son las siguientes: un grupo
hidroxilo disociable con caracteristicas acidas y valor de pK, = 4.5 + 1, agrupaciones
electronegativas (grupos carbonilos y benzoicos), y grupos isoprenilicos hidrofobicos.El
arreglo geométrico espacial de estos grupos se considera critico en la capacidad
desacopladora mitocondrial de las moléculas. (Terada, 1981). También la estabilidad de
las especies anidnicas del desacoplador en las membranas hidr6fobas contribuye a la
eficacia desacopladora (Terada, 1981; 1990). El equilibrio ceto-endlico de la nemorosona,
junto a la extensa conjugacion de sus dobles enlaces desde el grupo 4-hidroxi al 2-ceto,
podrian estabilizar sus especies ionicas, favoreciendo la deslocalizacion de la carga



negativa a través de su estructura. Asi, la nemorosona protonada podria difundir desde el
espacio inter-membrana mitocondrial (alta concentracion de H') hasta la matriz
(concentraciones relativamente bajas de H"), disociarse y difundir nuevamente hacia el
espacio inter-membrana, esta vez en su forma ionizada, donde podria protonarse
nuevamente y repetir el ciclo de difusion (Fig. 9).

Se ha demostrado que los desacopladores mitocondriales son capaces de inducir
apoptosis en varios tipos celulares (Armstrong et al., 2001; de Graaf et al., 2004,
Dispersyn et al., 1999; Han et al., 2008; 2009; Linsinger et al., 1999; Marton et al., 1997,
Stoetzer et al., 2002). ElI 2,4 dinitrofenol (DNP) vy el carbonilcianuro-4-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), por ejemplo, detienen el ciclo celular en la fase G1,
disipan el potencial de membrana mitocondrial e inducen apoptosis en las células Calu-6
(Han et al., 2008; 2009). Este efecto se ha asociado a una induccién de p27 y una
reduccion de CDKs y proteinas tipo ciclinas (Han et al.,, 2008, 2009), La apoptosis
inducida por el CCCP se ha vinculado tanto a su efecto directo sobre la mitocondria (de
Graaf et al., 2004) como a sefales de muerte mediadas por Fas (Linsinger et al., 1999).
Debido a que el desacoplamiento mitocondrial puede originar permeabilizaciéon de las
membranas del organelo, la apoptosis inducida por los desacopladores podria estar
asociada a la liberacién de citocromo ¢ desde la mitocondria al citosol, seguido de
activacion de caspasas.

En las células cancerigenas, el desacoplamiento mitocondrial se asocia con un re-
ajuste del metabolismo oxidativo del piruvato hacia la oxidaciébn desacoplada de la
glutamina y acidos grasos (Gambert and Ricquier, 2007). En este sentido, el protondéforo
2,4-dinitrofenol disminuye la entrada del piruvato al ciclo de Krebs, lo que provoca un
desplazamiento metabodlico hacia el empleo de fuentes de carbono no asociadas a la
glucosa para mantener la funcibn mitocondrial (Pecqueur et al., 2008; Rossmeisl et al.,
2000). En este sentido, se puede decir que los desacopladores en general son agentes
anticancerigenos potenciales. El rottlerin y el FCCP, desacopladores de la funcién
mitocondrial disminuyen la actividad de transcripcidén del factor inducible por hipoxia (HIF-
1) en las lineas celulares de cancer de préstata PC-3 y DU-145 en condiciones de hipoxia
o normoxia (Thomas and Kim, 2007).

La transicion de permeabilidad mitocondrial (MPT) es otro evento potencialmente
implicado en la toxicidad de la nemorosona sobre las células cancerigenas. Se ha
propuesto que la caida del potencial de membrana mitocondrial debido al
desacoplamiento, incrementa la probabilidad de apertura del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial, que es muy sensible al potencial de membrana (Bernardi,
1992; Petronilli et al., 1993; 1994). A bajos potenciales de membrana, la enzima NAD(P)H
transhidrogenasa es incapaz de mantener altos niveles de equivalentes reductores en la
mitocondria, favoreciendo asi la acumulacion en el organelo de ERO, la oxidacién de
grupos tiolicos proteicos de membrana y la ocurrencia de MPT (Vercesi, 1987). Es por eso
que la actividad desacopladora de la nemorosona, bajo determinadas condiciones como
las creadas en presencia de rojo de rutenio (retencién de Ca?* en el organelo) puede
promover la ocurrencia de la transicion de permeabilidad mitocondrial. De hecho, el
desacoplamiento inducido por el 4,6-dinitro-o-cresol o el FCCP en mitocondrias cargadas
con Ca*' y tratadas con rojo de rutenio, produce la permeabilizacién de la membrana
interna mitocondrial, evento inhibido por ciclosporina A, inhibidor especifico de la
transicion de permeabilidad mitocondrial (Bernardi, 1992; Castilho et al., 1997; Petronilli et
al., 1994). Por otro lado, el desacoplamiento mitocondrial provocado in vivo por analogos
de acidos grasos de cadenas largas derivados de acidos dicarboxilicos metil sustituidos,
inducen MPT asi como una inhibicion de la expresion de Rafl y actividad quinasa
(Samovski et al., 2010).



Los mecanismos de toxicidad de la nemorosona sobre neuroblastomas y lineas
celulares de leucemia ya se han descrito en la literatura e incluyen: (i) incremento en los
niveles de expresion del inhibidor de quinasa dependiente de ciclina p21“"* y disminucién
de los niveles proteicos de N-myc, (ii) fragmentacion del ADN, (iii) estimulacion de la
actividad caspasa-3, (iv) inhibicién de la actividad quinasa de Akt/PKB e (v) inhibicion de
la desfosforilacion de ERK1/2, probablemente asociado a una inhibicion de la actividad
MEK1/2 quinasa (Diaz-Carballo et al., 2008a; 2008b). Debido a la rapidez con que se
observo en este estudio el desacoplamiento mitocondrial inducido por la nemorosona en
las células HepG2 (1h de incubacion), este podria ser un mecanismo potencial que
preceda a los afectos anteriormente propuestos para la nemorosona.

Hay que destacar que en este estudio se demuestra que la nemorosona desacopla la
funcidbn mitocondrial a concentraciones muy bajas (nanomolar), con una potencia
comparable a la del desacoplador clasico CCCP. Por otro lado, y en correspondencia con
datos reportados previamente (Diaz-Carballo et al., 2008a), observamos que la
nemorosona exhibe muy poca toxicidad en las células no tumorales HEK293T. Pensamos
gue su pK, acido podria ser responsable de su aparente selectividad citotoxica frente a
las células HepG2, probablemente debido a una mayor proporcion de la forma no
disociada de la molécula disponible para estas células. De hecho, se ha reportado que el
microambiente de las células normales es neutro, mientras que el del tejido tumoral es
acido (Gerweck and Seetharaman, 1996; Gerweck et al.,, 2006). Junto a su elevada
lipofilicidad, esta condicion podria conducir a una acumulacién selectiva del compuesto en
las células HepG2, similar a como ocurre con el analogo apoptogénico de la Vitamina E a-
tocoferil succinato (revisado en Biasutto et al., 2010). Se ha propuesto que el incremento
de la actividad catabolica en las células cancerigenas como la glicolisis, la beta-oxidacion,
hidrélisis de proteinas y nucleétidos resulta en un exceso en la produccion de protones
intracelularmente, que a menudo se manifiesta por una acidificacion del medio
extracelular o acidosis. El pH acido del tumor y las caracteristicas biofisicas de ciertos
farmacos quimioterapicos propone un modelo donde las alteraciones del pH pueden influir
en el éxito terapéutico (Raghunand et al., 1999), por lo que las propuestas farmacoldgicas
pueden estar influenciadas por esta peculiaridad del tejido cancerigeno. Estos
compartimentos acidicos pueden promover la captacion de moléculas basado en
propiedades quimicas especificas de las mismas, como el caso de bases débiles con la
propiedad de atravesar las membranas plasméaticas (Hurwitz et al., 1997; Luciani et al.,
2004).

El hecho de que la nemorosona a concentraciones nanomolares es capaz de
desacoplar a las mitocondrias, sugiere que este organelo es probablemente el principal
blanco de su citotoxicidad. Las diferencias de concentraciones citotdxicas en las células
HepG2 y mitotdxicas, en mitocondrias aisladas pueden explicarse por la l6gica correlacion
entre la disponibilidad de las moléculas a diferentes niveles biolégicos: las
concentraciones de farmacos requeridas a nivel celular o de organismo tienden a ser
superiores que aquellas requeridas a niveles subcelulares.

Como conclusion, en este trabajo se demuestra por primera vez que la nemorosona
es un potente desacoplador mitocondrial protonoférico y que esta propiedad podria estar
involucrada en los mecanismos de toxicidad sobre las células cancerigenas. Nuevos
estudios con otras lineas celulares cancerigenas y no cancerigenas se requeriran para
establecer definitivamente la selectividad citotoxica de este compuesto frente a las células
cancerigenas, asi como para proponerlo como un potencial farmaco contra el cancer.
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