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RESUMEN

La basqueda de nuevas entidades quimicas, ya sean de origen natural o sintético, con
fines citotoxicos, constituye la base del desarrollo de nuevas terapias para el
tratamiento algunas de las principales enfermedades que afectan hoy a la humanidad:
las infecciones parasitarias en el mundo subdesarrollado, y el cancer en el mundo
occidental. Una molécula citotoxica podria desencadenar mecanismos antiproliferativos
gue llevaran a la muerte de parasitos unicelulares y de células cancerigenas resistentes
a las terapias convencionales. Usualmente se reconoce a la mitocondria como el sitio
de produccion de energia en estos tipos celulares eucariotas, sin embargo en ella
convergen ademas importantes vias sefializadoras tanto de muerte como de
sobrevivencia para la célula, y es por tanto un potencial blanco farmacoldgico
considerado en el disefio de nuevas entidades quimicas con potencial citotoxico. La
interferencia farmacoldgica en la funcién de este organulo podria inducir sefiales pro-
apoptoticas que promuevan la muerte tanto de parasitos como de células cancerigenas
invasoras refractarios a la quimioterapia. En este contexto la propuesta brinda las
evidencias experimentales que confirman al organulo como tal por medio del
establecimiento de los mecanismos de accién antiproliferativo de un grupo de moléculas
naturales y sintéticas. Asi, se proponen nuevos derivados sintéticos de acridinona (10-
allyl-6-chloro-2-fluoro-9(10H)-acridinone) 'y del acido cinamico ((2E)-N-(1,3-
benzothiazol-2-yl)-3-(2,5-dimethoxyphenyl)-2-propenamide) capaces de interferir con la
funcion mitocondrial e inhibir la proliferacién del Tripanosoma cruzi, parasito causante
de la enfermedad de Chagas. También se observa por vez primera que el propéleo
marrén cubano y sus componentes mayoritarios nemorosona, gutiferona y clusianona
inhiben la proliferacion de la linea celular de hepatoma humano HepG2 por un
mecanismo que involucra el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa de la sintesis
de ATP. Por ultimo se proponen nuevos derivados sintéticos dihidropiridinicos (VE-

3N_ethyl 6-chloro-5-formyl-2-methyl-4-(3-nitrophenyl)-1,4-dihydropyridine-3-carboxylate
y VdIE-2N_  (isobutyryloxy) methyl 6-chloro-5-formyl-1,4-dihydro-2-methyl-4-(2-
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nitrophenyl) pyridine-3-carboxylate) también citotoxicos frente a HepG2 cuya accion
esta mediada por la interferencia de estos en la funciébn mitocondrial. Uno de estos
derivados, el VdIiE-2N, se mostr6 particularmente citotoxico frente a las lineas celulares
de carcinoma celular escamosos de cabeza y cuello Cal27, HN12, HN13 y HN6 en
contraste con un pobre efecto frente a las células no tumorales HEK293 y OHMF. Esta
molécula también redujo el volumen tumoral in vivo, en un modelo de xenotrasplante de
HN12 en ratones atimicos. Esta investigacion propone nuevas moléculas natura les

y sintéticas con accion antiproliferativa frente a T. cruzi y diferente lineas
tumorales que basan sus mecanismos de accion en la interferencia con la funcién
mitocondrial. Se propone a la mitocondria como un i nteresante blanco

farmacoldgico a considerar en la busqueda de nuevos farmacos antiparasitarios y
anticancerigenos. Este trabajo se encuentra respaldado por 8 publicaciones cientificas
en revistas internacionales de alto factor de impacto, 3 Patentes, 6 Publicaciones en
Resumenes de eventos, 10 Participaciones en Eventos, 5 Premios y 2 Tesis de
Maestria (2014 y 2017).

COMUNICACION CORTA

Introduccién : Las enfermedades parasitarias y el cancer, ambas causadas por una no
controlada proliferacion celular, constituyen serios problemas de salud a nivel mundial.
Asi por ejemplo, se estima que alrededor de 6 millones de personas estan infestadas
con el parasito protozoario Tripanosoma cruzi [1]. A pesar de ser endémico en 21
paises latinoamericanos, ya se observa un incremento en la incidencia o
reconocimiento de la enfermedad de Chagas en paises desarrollados donde no es
endémico debido a migraciones intercontinentales de individuos infestados [2]. Por otra
parte el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Segun el
Informe Mundial sobre Cancer (World Cancer Report), en el afio 2008, 25 millones de
personas vivian con la enfermedad, y se registraron 7 millones de muertes
aproximadamente, lo cual representd un 13% de todas las causas de mortalidad anual
[3,4]. En Cuba, el cancer constituye la segunda causa de muerte, con una tendencia
ligeramente creciente. En el afio 2015, el 24,2% aproximadamente de todas las
defunciones registradas fueron ocasionadas por tumores malignos, con mas de 24000
muertes [5]. La quimioterapia contindia siendo un componente principal para el manejo
clinico de estas enfermedades, pero con importante limitaciones como la baja eficacia,
elevada toxicidad y resistencia a la terapia medicamentosa que mantienen activa la
busqueda de nuevos compuestos. Un numero importante de trabajos sugieren a la
mitocondria como un potencial blanco farmacologico para inhibir la proliferacion de
células tumorales y parasitos protozoarios unicelulares [6-12]. Esto se basa en las
diferencias que existen entre las mitocondrias de las células malignas y las células
normales [13-16], asi como las marcadas diferencias de las mitocondrias de los
parasitos protozoarios unicelulares [10-12]. Eventos mitocondriales tales como la
disipacion del potencial de membrana, la generacion de especies reactivas de oxigeno,
la transicion de permeabilidad mitocondrial y la liberacién de proteinas activadoras de
caspasas estan fuertemente implicados en la muerte celular por necrosis y apoptosis
[17]. Compuestos suficientemente lipofilicos para atravesar las membranas
mitocondriales podrian inducir la muerte celular por mecanismos mitocondriales y
detener la proliferacion de células malignas y de parasitos protozoarios unicelulares
contenedores del organulo. Materiales y Métodos : En este contexto se evaluaron los
efectos citotoxicos y antiproliferativos de 4 moléculas sintéticas noveles (el derivado de
acridinona 10-allyl-6-chloro-2-fluoro-9(10H)-acridinone, el derivado de acido cinamico
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(2E)-N-(1,3-benzothiazol-2-yl)-3-(2,5-dimethoxyphenyl)-2-propenamide y los derivados
hidropiridinicos ethyl 6-chloro-5-formyl-2-methyl-4-(3-nitrophenyl)-1,4-dihydropyridine-3-
carboxylate y el (isobutyryloxy) methyl 6-chloro-5-formyl-1,4-dihydro-2-methyl-4-(2-
nitrophenyl)pyridine-3-carboxylate), 3 moléculas de origen natural (nemorosona,
gutiferona-A y clusianona) y el propéleo marron cubano. Se evalud la participacion
potencial de las mitocondrias en estos efectos. Se emplearon cultivos de formas
epimastigodticas de T. cruzi (cepa Tulahuen) y las lineas celulares de cancer hepatico
HepG2, y de carcinoma celular escamosos de cabeza y cuello (HN13, HN12, HNG6,
CAL27) donde se estudiaron a sus mitocondrias “in situ” (dentro de las células) y
mitocondrias aisladas de higado de ratas para profundizar en los mecanismos
mitocondriales de accion. Se emple6 ademas un modelo de xenotrasplante tumoral de
la linea HN12 en ratones Balb/c atimicos como prueba de concepto de la actividad
antitumoral de una de las dihidropiridinas estudiadas. Resultados y Discusion : Se
propone por primera vez a un derivado del & cido cindmico (CAD-1) y otro
derivado de acridinona (AD-1) como nuevos agentes a  nti-Tripanosoma cruzi con
interesante potencial en la quimioterapia de la enf ermedad de Chagas [18, 19].
Estas moléculas indujeron la muerte del parasito pr incipalmente por apoptosis.
Sus mecanismos de accidon estuvieron vinculados a una disipacion del potencial de
membrana mitocondrial y un incremento marcado en la generacion de especies
reactivas de oxigeno probablemente mediado por un efecto inhibitorio en la cadena del
transporte de electrones [18,19]. Se propone a la mitocondria del parasito como un
interesante blanco farmacologico en la busqueda de nueva opciones terapéuticas
para combatir la enfermedad de Chagas [18,19]. En otra serie de resultados se
muestra que la nemorosona, componente mayoritario del propéleo marrén cubano,
disminuye marcadamente la viabilidad de la linea tumoral HepG2 asociado a una
reduccion de los niveles celulares de ATP. Se demuestra por primera vez que es un
potente desacoplador protonoférico en mitocondrias aisladas , que actua en un
rango de concentracion nanomolar y que su efecto es comparable al de los
desacopladores mitocondriales clasicos como el CCCP o el FCCP [20]. Se propone que
el efecto mito-toxico puede explicar los efectos citotoxicos y anticancerigenos de esta
benzofenona presente en el propdéleo marron cubano [20]. Se propuso un mecanismo
de accidén protonoférico que involucra al grupo hidroxilo aromético de la nemorosona
[20]. Estudios posteriores muestran que en efecto, este grupo hidroxilo parece ser el
responsable del efecto desacoplador. La clusianona, que es un isomero de posicion de
la nemorosona, es un desacoplador mas débil. La formacion de un puente de hidrogeno
intramolecular compromete la participacion de su grupo hidroxilo en la disipacion del
gradiente de protones en el espacio intermembrana mitocondrial [21]. No obstante, la
molécula conserva su efecto desacoplador del transp orte de electrones de la
fosforilacion oxidativa, accién reportada por vez p rimera vez . Se propone por
primera vez que este efecto deletéreo sobre la func i6n mitocondrial parece
contribuir también al efecto citotoxico/antiprolife rativo de la clusianona [21]. La
gutiferona, otra benzofenona poliprenilada presente en el propdéleo marréon también
presento un fuerte efecto desacoplador de la funcién mitocondrial, pero su mecanismo
no fue protonoférico. Se propuso por primera vez un mecanismo de accion mito-toxico y
citotoxico para esta molécula natural relacionado con su capacidad de permeabilizar
inespecificamente la membrana interna mitocondrial [22]. Esto inactiva la
transhidrogenasa mitocondrial con una disminucion de los niveles de NAD(P)H vy el
consiguiente incremento de la generacion de Especies reactivas de oxigeno como el
H202, que a su vez intensifica el dafio sobre el organulo [22]. Se descubre que
esta capacidad de interferir con la funcidn mitocon drial puede explicar los
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efectos citotoxicos y anticancerigenos de esta molé cula presente también en el

propdleo marrén cubano [22]. Los efectos citotoxicos y antimicrobianos del propdleo
marron cubano se habian reportado previamente [23,24]. Teniendo en cuenta que las
mencionadas moléculas, y en particular la nemorosona, son componentes importantes
dentro de este tipo de propdleo, resultd razonable hipotetizar que la citotoxicidad y
potencial anticancerigeno del propoleo marrén puede estar asociado a su contenido en
nemorosona y que el mecanismo de accion estd mediado por la induccion de una
disfuncion mitocondrial (desacoplamiento) que promueve la muerte celular. En estudios
realizados con diferentes tipos de propdleos marrones cubanos se observé un potente
efecto citotoxico en células HepG2 (hepatocarcinoma humano), en estrecha relacion
con sus contenidos en nemorosona [25]. Como era de esperarse, esta citotoxicidad
estuvo vinculada con un fuerte efecto desacoplador y disipador del potencial de
membrana en mitocondrias aisladas de higado de ratas, también vinculado al contenido
en nemorosona [25]. En conjunto, estos resultados proponen por vez prim era un

mecanismo mitocondrial para explicar los efectos ci totoxicos, anticancerigenos y
antimicrobianos del propdéleo marron cubano, en estrecha vinculacion al
contenido en nemorosona [25]. En otra serie de resultados se muestra por primera
vez que la dihidropiridina VE-3N también inhibio el crecimiento de la linea HepG2,
y el efecto estuvo asociado a una disipacion del po tencial de membrana
mitocondrial, reduccion de los niveles celulares de ATP e induccion de apoptosis

[26]. Al emplear mitocondrias aisladas como sistema experimental para profundizar en
los mecanismos mitocondriales observados a nivel celular se pudo demostrar que la
molécula ejerce efectos desacopladores del transporte de electrones [26]. Esto se pudo
corroborar por la induccion de un incremento en la velocidad de consumo de oxigeno en
estado 4 (V4), una disipacién del potencial de membrana, una inhibicién de la captacion

de Ca2+ y liberacion de este una vez captado, e induccion del fenémeno de
transicion de permeabilidad mitocondrial en presencia de rojo de rutenio [26]. Como en
el caso de algunas de las moléculas de origen natural evaluadas, el mecanismo de
desacoplamiento de VE-3N fue por efecto protonoférico, aunque también se observé su
capacidad de incrementar la fluidez de las membranas mitocondriales, que podria
contribuir a un incremento de la permeabilizacion de la membrana interna y a la
disipacion del gradiente de protones [26]. También se pudo observar que otra
dihidropiridina, el VdIE-2N, similar estructuralmente al VE-3N fue marcadamente
citotoxico frente a las lineas de carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello HN13,
HN12, HN6 y CAL27 [27]. Resulta interesante que su toxicidad fue mucho menor frente
a la linea de células embrionarias de rifidn humano HEK293 (no tumoral) y frente al
cultivo primario de células de mucosa humana (OHMF), lo que sugiere cierta
especificidad para las lineas tumorales ensayadas [27]. Esta dihidropiridina ejercio su
efecto antiproliferativo por medio de una disipacion del potencial de membrana
mitocondrial en las células, un incremento del nimero de estas, relacionado con un
incremento en los marcadores de los procesos de fision del organulo y de apoptosis
intrinseca (liberaciéon de citocromo c y activacién de caspasa 3) [27]. También redujo la
expresion de proteinas relacionadas con la migracién e invasion celular de la linea
metastasica HN12 y los niveles de varias proteinas vinculadas con la sobrevivencia
celular como pAKT308, pAKT473, pERK1/2, pNFKB and pSTAT3 y con el ciclo celular
(P53 y p21) en la linea HN13 [27]. Por ultimo, se evalud el efecto de VdIE-2N sobre el
potencial tumorigénico de HN12 en un modelo de xenotrasplante en ratones Balb/c
atimicos. Esta dihidropiridina redujo el volumen del tumor asociado a una reduccion del
marcador de proliferacion Ki67 [27]. De esta forma VdIE-2N parece ser
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selectivamente citotoxico para las lineas de carcin  oma celulares escamoso de
cabeza y cuello. Su actividad antiproliferativa obs  ervada también in vivo parece
estar mediada por mecanismos mitocondriales como en el resto de las moléculas
previamente analizadas [27]. Conclusiones : Este trabajo propone un conjunto de
moléculas y compuestos de origen natural o sintético que a pesar de su diversidad
estructural tienen en comun la capacidad de inhibir la proliferacion celular, tanto de
parasitos unicelulares como de diferentes lineas tumorales, mediante la interferencia en
la funcidbn mitocondrial. De esta forma se identifica al organulo como un importante
blanco farmacolégico a considerar en la busqueda de nuevas propuestas
guimioterapéuticas frente a la enfermedad de Chagas y el cancer. Los interesantes
resultados obtenidos a nivel pre-clinico, en particular los relacionados con las moléculas
sintéticas evaluadas abren nuevas perspectivas para la continuidad de estudios pre-
clinicos y clinicos que puedan conducir al desarrollo nuevos medicamentos 100%
cubanos frente a estas enfermedades.
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