Biocancer 5, 2011

EVALUACION DE FLAVONOIDES SOBRE LA
VIABILIDAD Y PROLIFERACION DE LAS
CELULAS LEUCEMICAS HUMANAS

Francisco Estévez'?, José Quintana'? Maria Teresa Marrero', Gledy Negrin? Olga
Burmistrova®!, Sara Estévez!, Sara Rubio?, Fernando Torres!, Fabio Nicolini!, Jorge
Triana*3, José L. Eiroa*3, Mariana Lopez>3, Francisco J. Pérez*3, Jesus G. Diaz*,
Francisco Leén®, Ignacio Brouard®, Jaime Bermejo®

!Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Unidad Asociada al C.S.I.C., Universidad de
Las Palmas de Gran Canaria, Plaza Dr Pasteur s/n, 35016 Las Palmas de Gran Canaria

?Instituto Canario de Investigacion del Cancer

3Departamento de Quimica, Unidad Asociada al C.S.I.C., Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, 35017 Las Palmas de Gran Canaria
“*Departamento de Quimica Organica, Universidad de La Laguna, 38206 La Laguna, Tenerife
>Instituto de Productos Naturales y Agrobiologia del C.S.I.C.-Instituto de Bio-Organica “Antonio

Gonzalez”

INDICE:

1. RESUMEN

2. AGRADECIMIENTOS
3. REFERENCIAS




Evaluacion de flavonoides sobre la viabilidad y proliferacion de las células leucémicas humanas.

1. RESUMEN

Los flavonoides son compuestos polifendlicos que desempefian un amplio espectro de
actividades bioldgicas y se consideran potenciales agentes antitumorales. En la uUltima década
hemos evaluado sus efectos sobre la viabilidad y la proliferacion celular en diferentes lineas
tumorales humanas y encontramos que algunos son altamente citotdxicos. De la amplia
coleccion de compuestos ensayados hemos seleccionado los mas potentes y explorado las vias
de sefalizacion implicadas en la muerte celular, centrandonos en las vias de las caspasas, las

proteinas quinasas activadas por mitdgenos y la generacion de especies reactivas de oxigeno.

Han transcurrido diez afios después de la revision exhaustiva por Middleton y
colaboradores en Pharmacological Reviews sobre los flavonoides y su impacto en la enfermedad
coronaria, la inflamacion y el cancer [1]. Esta revision fue seguida por la de Havsteen sobre la
bioquimica y la importancia médica de los flavonoides en Pharmacology & Therapeutics [2] y la
de Ren y colaboradores en Medlcinal Research Reviews [3] que han enfatizado la importancia

de estas moléculas como potenciales agentes en la lucha contra el cancer.

En esta Ultima década nuestro grupo también ha contribuido con importantes
aportaciones en este interesante campo, fruto del esfuerzo tanto en el aislamiento y elucidacion

estructural como en la evaluacion bioldgica de estos compuestos.
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Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos con una estructura comun
fenilbenzo—y—pirona (C6-C3-C6) (1), que se encuentran en alimentos de origen vegetal y se
clasifican segun el nivel de saturacion y la apertura del anillo de pirano central. Normalmente se
subdividen de acuerdo a sus sustituyentes en antocianidinas (2), flavanoles (o catequinas) (3),
flavanonas (4), flavonas (5), flavonoles (6) y chalconas (7). Esta estructura basica consiste en
dos anillos bencénicos (A y B) unidos a través de un anillo heterociclico central (C) de pirano o
de pirona (conteniendo un doble enlace). La subdivisién se basa principalmente en la presencia
(o ausencia) de un doble enlace en posicion 4 del anillo C, la presencia (o ausencia) de un
doble enlace entre los atomos de carbono 2 y 3 del anillo C, y la presencia de grupos hidroxilo
en al anillo B. En la estructura flavonoide, la posicion 2 del anillo de pirona esta normalmente
sustituida por un grupo fenilo (el anillo B). En los isoflavonoides (8), la sustitucion tiene lugar

en la posicion 3 del anillo de pirona [4].

En las plantas los flavonoides se encuentran en estado libre o unidos a azlcares
formando heterdsidos, que es lo mas frecuente debido a que les confiere una mayor estabilidad

quimica. Estos heterdsidos son polares y se extraen en agua o en etanol.

Estos compuestos polifendlicos presentan un espectro importante de actividades bioldgicas,
incluyendo aquellas que podrian ser capaces de influir en procesos que desencadenan el desarrollo
del cancer. Por tanto, pueden tener efectos beneficiosos para la salud y considerarse posibles
protectores o agentes terapéuticos contra el cancer. Las propiedades antitumorales de estos
compuestos estan mediadas por diferentes tipos de parada del ciclo celular y la induccion de
apoptosis, una forma activa de muerte celular que desempeiia un papel esencial en el desarrollo y
la supervivencia y es una respuesta importante a la mayoria de los agentes quimioterapicos. Las
células que experimentan esta forma de muerte celular manifiestan una serie de caracteristicas
como la fragmentacion internucleosémica del ADN, la translocacion de la fosfatidilserina hacia la
cara externa de la membrana celular, la formacion de cuerpos apoptéticos, la condensacion de la

cromatina y la activacion de las caspasas.

La apoptosis estd altamente regulada por un juego de genes que promueven tanto la
muerte como la supervivencia celular, y esta mediada a través de una red altamente organizada de
proteasas y sus inhibidores en respuesta a estimulos nocivos intra- y extracelulares. Los fallos en la
regulacion de la apoptosis pueden desempefiar un papel critico en la oncogénesis. Una serie de
estudios recientes han demostrado que la mayoria, si no todos, los agentes quimioterapicos
ejercen sus efectos antitumorales induciendo este tipo de muerte en células y tejidos diana. En
este sentido, se ha demostrado la induccion de apoptosis por derivados de fenilbenzopironas en
algunas lineas celulares tumorales a través de diferentes mecanismos moleculares, incluyendo la
inhibicion de la actividad ADN topoisomerasa I/II, la disminucion de especies reactivas de oxigeno

(ROS), la regulacién de la expresion de proteinas de choque térmico, la modulacion de rutas de
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sefializacion, la liberacion de citocromo c y la activacion subsiguiente de caspasa-9 y caspasa-3, la
disminucion en la expresion de Bcl-2 y Bcl-x, e induccion de la expresién de Bax y Bak, la

activacion endonucleasa y la supresion de la proteina Mcl-1.

Nuestra primera aportacion fue la evaluacion de veintidés compuestos (9 al 30) con un
nucleo fenilbenzo—y—pirona, la mayoria de ellos obtenidos de fuentes naturales, en cinco lineas
tumorales humanas (HL-60, A431, SK-OV-3, HelLa y HOS). Los resultados se publicaron en la

revista European Journal of Pharmacology en el aio 2006 [5].

ki Control Uﬁ!ﬁﬂﬂlﬁﬁﬁﬁi

A. Microfotografias de campos representativos de células HL-60 tefiidas con bisbenzimida para
evaluar la condensacion de la cromatina de células control o tratadas con 10 uM de compuesto 15.

B. Fragmentacion de ADN en células HL-60 tratadas con los diferentes flavonoides especificados.
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Entre los compuestos ensayados, el 3-metil éter de betuletol (15) y su diacetato (16)

resultaron ser los mas citotdxicos.
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La linea celular HL-60 fue especialmente sensible a estos compuestos, con valores de ICsy
de aproximadamente 1 M. Los estudios de dosis-respuesta pusieron de manifiesto que tanto los
linfocitos quiescentes como los proliferantes son resistentes a los derivados del betuletol. El 3-metil
éter de betuletol (15) indujo apoptosis en las células HL-60, efecto que fue bloqueado por el
inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk y también por el inhibidor especifico de caspasa-8 z-

IETD-fmk indicando activacion de la via extrinseca.

Control 15 20

Numero de células (—)

|

10° 10 10 10 10° 10 10* 10° 10 10 10 10*

Contenido en DNA (—)

Efectos de los compuestos 15 y 20 sobre €l ciclo celular en células HL-60.
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La caspasa-8 desempefia un papel crucial en la muerte celular desencadenada por el

compuesto 15.

Una de las dianas que hemos estudiado la constituye la familia de serina/treonina
proteina quinasas dirigidas a prolinas (MAPK, MAP quinasas). En mamiferos comprenden
principalmente las cascadas ERK1/2 (proteinas quinasas activadas por sefiales extracelulares
1/2), SAPK/INK (proteinas quinasas activadas por estrés / proteinas quinasas N-terminal de c-
jun)y p38"° (p38 MAP quinasas). Un modelo ampliamente aceptado es que el balance entre
las ERK activadas por factores de crecimiento y las rutas activadas por estrés JNK y p38"APK
determina si la célula vive o muere. La implicacion de estas cascadas de quinasas en sefiales de
muerte y supervivencia las hacen Utiles candidatos para la modulacion terapéutica. Un buen
ejemplo de su potencial como dianas para la regulacién de la resistencia a farmacos ha sido
demostrado para el paclitaxel. Uno de los objetivos que hemos abordado ha sido determinar si
la sefializacion por MAP quinasas esta implicada en la apoptosis inducida por derivados de

fenilbenzo-y-pironas.
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Aunque la mayoria de las publicaciones apoyan la idea que IJNK contribuye a la apoptosis
inducida por estrés, su efecto parece depender del tipo celular y del contexto de otras sefiales
recibidas por la célula. La duracion de la activacion de JNK puede ser un factor determinante en
la decision entre proliferacion celular versus muerte celular. La activacion persistente de esta
proteina quinasa (>1-2 h) parece ser necesaria para inducir muerte celular, pero esto no ocurre
en todos los casos, tal y como se ha descrito para el ajoeno, un compuesto organosulfurado
que induce apoptosis en células promielociticas. La activacién de la p38™*X est4 implicada en la
apoptosis en una variedad de tipos celulares, inducida por falta de factores de crecimiento,
isquemia y estrés oxidativo. Una combinacion de compuestos que activen rutas apoptdticas con
reactivos que activen sefiales apoptoticas adicionales, o que inhiban sefiales de supervivencia,

pueden suministrar una base molecular racional para nuevas estrategias quimioterapicas.

uv Inflamacion
Factores de . .
crecimiento TNF Estrés osmotico
Raf-1 MEKK1-5 MEKK4
MEK1/2 MKK 4/7 MKK 3/4/6
ERK 1/2 JNK 1-3 p38 MAPK
Supervivencia Apoptosis

Esquema simplificado de los principales miembros de las cascadas MAPK que desempefian

diferentes papeles en la regulacion de la muerte celular. TNF: factor necrotico tumoral.

Precisamente la publicacion de la evaluacion antitumoral de veintidés compuestos con el
nucleo fenilbenzo-y-pirona en el European Journal of Pharmacology [5] sentd las bases para el
estudio de derivados metilados de flavonoides. En los resultados previos con productos
naturales y semi-sintéticos, demostramos que la metilacion del grupo hidroxilo en la posicion C3
de la quercetina genera un compuesto con mayor actividad antiproliferativa en varias lineas
celulares tumorales. Esto permitid concebir y profundizar en el mecanismo de accidn citotdxico
de un derivado acetilado y metilado de la quercetina (20) que se publicé en la revista
especializada Carcinogenesis [6]. Los estudios de citometria de flujo indican que este derivado

de la quercetina altera la progresion del ciclo de las células de leucemia humana HL-60 y U937,

-60 -



Francisco Estévez, José Quintana, Maria Teresa Marrero, Gledy Negrin, Olga Burmistrova, Sara Estévez, Sara Rubio,
Fernando Torres, Fabio Nicolini, Jorge Triana, José L. Eiroa, Mariana Lopez, Francisco J. Pérez, Jesus G. Diaz, Francisco

Leon, Ignacio Brouard, Jaime Bermejo

parando en la fase G,-M, e induce apoptosis a través de un mecanismo dependiente de
caspasas que implica el procesamiento de las caspasas-3,-6,-7 y -9, la liberacion de citocromo c
y la hidrolisis de poli-(ADP-ribosa)-polimerasa. Ademas, la sobre-expresion de las proteinas
protectoras mitocondriales Bcl-2 y Bcl-x, no confiere resistencia a la apoptosis inducida por el
derivado de la quercetina. El tratamiento de las células leucémicas con este compuesto induce
la activacion de la cascada de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos y la combinacion
con inhibidores de MEK (MAP quinasa / ERK quinasa, 1/2) potencian la muerte celular. Este
trabajo merecio el Premio del Instituto Canario de Investigacion del Cancer de la Real Academia
de Medicina de Santa Cruz de Tenerife al mejor trabajo sobre cancer, basico o clinico, publicado

en revista, nacional o extranjera en el afio 2007, concedido el afio 2009.

De los resultados previos publicados en el European Journal of Pharmacology,
seleccionamos quince flavonoides obtenidos de fuentes comerciales (31 al 45) para estudios de
citotoxicidad en células leucémicas humanas. Los resultados obtenidos se presentaron en el
congreso internacional de la Organizacién Europea de Biologia Molecular (EMBO, septiembre de
2010). Asi mismo, se han publicado los resultados en revistas internacionales tal y como se

detalla mas adelante.

Como continuacién de nuestros estudios, hemos evaluado otros derivados glicosilados de
la quercetina y el kaempferol (46 al 55) en células de leucemia (HL-60 y U937) y de melanoma
(SK-MEL-1) humanas. Este trabajo se llevd a cabo en colaboracion con el Instituto de Bio-
Organica “Antonio Gonzalez” de La Laguna y el Department of Chemistry and Biochemistry,

Florida State University (EEUU) y los resultados se publicaron en la revista Planta Médica [7].
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Tetracetato de kaempferol Pentacetato de quercetina
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OAc

Hyperosido Acetato de Hyperdsido
(51) (52)

AcO

2""-Acetil-Hyperdsido 6" "-Acetil-Hyperosido
(53) (54)

Este trabajo constituyd la base para investigar el mecanismo antiproliferativo del acetato
de trifolina, derivado acetilado y glicosilado del kaempferol (kaempferol-3-O-galactdsido) (49).
Este compuesto induce apoptosis por un mecanismo dependiente de caspasas, asociada con la
liberacion de citocromo ¢ mitocondrial y bloqueada por la expresion aumentada de las proteinas
mitocondriales Bcl-2 y Bcl-x.. La muerte de las células leucémicas esta mediada por la via
intrinseca e implica la mitocondria y la via de sefializacion de las proteinas quinasas activadas
por mitdgenos y es independiente de la generacion de las especies reactivas de oxigeno. Los
resultados de estos estudios fueron publicados en la revista especializada Apoptosis en el afio
2008 [8].
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La ruta Jun quinasa (SAPK/INK) puede ser activada también por ceramida, segundo
mensajero lipidico que se origina por hidrdlisis de la esfingomielina, e inducir apoptosis. Asi,
conocidos inductores de apoptosis como el Factor Necrético Tumoral (TNFa), la daunorubicina,
y las situaciones de estrés (choque térmico, radiacion UV-B y gamma, infecciones bacterianas)
aumentan los niveles intracelulares de ceramida, lo que sugiere que esta molécula senal
desempefia un importante papel como mediador o regulador de la muerte celular. Se han
definido dos rutas principales para la generacién de ceramida: la hidrolisis de esfingomielina y
la biosintesis de novo. La primera tiene lugar por la accion de esfingomielinasas, que operan a
diferentes pH Optimos y poseen diferentes requerimientos de iones metalicos. La activacion de
la esfingomielinasa acida se ha observado en respuesta a la radiacion UV-A, a la estimulacion
del receptor de neurotropina p75, del CD28, por TNFa y CD95. La activacion de la
esfingomielina neutra también se ha descrito después de la estimulacion del receptor
neurotropina p75, radiacion, choque térmico, eliminaciéon de suero y el tratamiento con
vitamina D. En cambio, la biosintesis de novo de ceramida esta regulada por la accion de la
serina palmitoiltransferasa, primera enzima de la ruta biosintética. La acumulacion de ceramida
a través de esta via tiene lugar después del tratamiento con acido retinoico en células GH4C1,
con daunorubicina en células P388 y U937 y con etopdsido en células Molt-4. Debido a que el
ciclo de la esfingomielina desempefia un papel importante en la transduccién de la senal
apoptdtica, el estudio de la participacion del ciclo de la esfingomielina ha constituido otro de

nuestros objetivos.

La investigacion del efecto de los metiléteres de flavonoides sobre la proliferacion y la
viabilidad de las lineas de leucemia humana ha dado lugar a varias publicaciones durante el afio
2010 en la revista especializada Molecular Carcinogenesis. En la primera de ellas [9]
describimos que el metiléter (15) presenta propiedades citotdxicas en varias lineas de leucemia
humana (U937, K-562, THP-1, Jurkat y Molt-3) y en células que expresan niveles elevados de
las proteinas anti-apoptdticas Bcl-2 y Bcl-x,.. Los potentes efectos sobre la viabilidad celular son
consecuencia de una parada del ciclo celular en la fase G,-M, que esta asociada a cambios en la
expresion de las proteinas reguladoras del ciclo p21“"* y ciclina B;. Ademas, este flavonoide
inhibe la polimerizacion de tubulina y activa las vias de sefializacion de las MAPKs v el ciclo de la
esfingomielina. Precisamente, la generacién de ceramida se lleva a cabo por la activacion de
una de las isoformas de esfingomielinasa, la esfingomielinasa acida. Ademas, la muerte celular
desencadenada por el metiléter (15), es significativamente bloqueada por un inhibidor
especifico de INK/SAPK, indicando que la activacion de esta MAPK esta implicada en la muerte
celular. Este trabajo se llevd a cabo en colaboracion con el Departamento de Quimica de la

Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.
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En la segunda aportacion estudiamos los efectos citotdxicos del derivado flavonoide
5,7,3 -trihidroxi-3,4 "-dimetoxiflavona (41) [10] en nueve lineas celulares tumorales (HL-60,
HL-60/neo, HL-60/Bcl-x, U-937, U-937/Bcl-2, Jurkat, Molt-3, SK-MEL-1 y A549) y encontramos
gue es particularmente eficiente frente a las lineas de leucemia humana. La muerte celular
inducida implica la activacion de mlltiples caspasas (caspasa-3, -6, -7 y -9), la inactivacion del
enzima de reparacion del ADN poli-(ADP-ribosa)-polimerasa y es parcialmente blogueada por
niveles elevados de las proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 y Bcl-x,. La via de sefializacion MAPK
también es activada en respuesta a este flavonoide y la muerte celular es atenuada por
inhibicion de las proteinas quinasas SAPK/INK y ERK 1/2. Ademas, este compuesto inhibe la
proliferacion de células leucémicas en ratones atimicos [11]. Estas investigaciones se publicaron
en los afios 2010 y 2011, y constituyd parte de una Tesis Doctoral que merecié el premio
extraordinario de Doctorado y premio a la mejor Tesis Doctoral por la Universidad de Las

Palmas de Gran Canaria en el area de Ciencias de la Salud (afo 2010).

OAc

Decaacetato de glucotrifolina
(55)

Astragalina (56) Heptacetato de astragalina (57)

La complejidad en la estructura de flavonoides (55) no estuvo asociada con un aumento

en la citotoxicidad en las células de leucemia humana HL-60 [7].

En el mes de octubre de 2011 en la revista Cancer Letters se presentan los resultados de
los efectos de un derivado acetilado de la astragalina (57) en células leucémicas HL-60. Este

compuesto induce muerte celular que es bloqueada por los inhibidores generales de caspasas y

- 65 -



Evaluacion de flavonoides sobre la viabilidad y proliferacion de las células leucémicas humanas.

por el antioxidante Atacetil-L-cisteina, poniendo de manifiesto que las especies reactivas de

oxigeno desempefian un papel crucial en su mecanismo de citotoxicidad [12].

AcO O ACO

..‘.”OC.‘.”...&\((QCOC

n

ROS
NAC
}— Bel-x, \/

Citocromo ¢

Procaspasa-3/7
<«—Caspasa-9 «————— — Procaspasa-9
Apoptosis

Caspasa-3/7

Apoptosis

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) desemperian un papel crucial en el mecanismo de

muerte desencadenado por el compuesto 57. NAC: N-acetil-L-cisteina.

Los estudios presentados aqui abren nuevas perspectivas de investigacion en las vias de
sefializacion implicadas en la muerte de las células leucémicas humanas y sugieren que algunos
de los compuestos descritos podrian ser Utiles para el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas en la lucha contra el cancer.
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