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CITOTOXICIDAD DE LA R-LAPACHONA: UNA O-NAFTOQUINONA
CON POSIBLES USOS TERAPEUTICOS

MARTA DUBIN, SILVIA H. FERNANDEZ VILLAMIL, ANDRES O.M. STOPPANI *

Centro de Investigaciones Bioenergéticas, Facultad de Medicina (UBA-CONICET), Universidad de Buenos Aires

Resumen  La R-lapachona (B3-lap) es una o-naftoquinona extraida de la madera del lapacho. Las observaciones
iniciales mostraron su accion inhibidora del crecimiento del sarcoma de Yoshida y del carcinosarcoma
de Walker 256. La R-lap genera productos reactivos del oxigeno (ROS: anién superoéxido, radical hidroxilo y peroxido
de hidrégeno) a los que inicialmente se atribuy6 su citotoxicidad. B-Lap resulté un potente inhibidor de la sintesis
de ADN en T. cruzi, de la topoisomerasas | y Il y de la poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP) de diferentes origenes,
enzimas responsables de la conservacion del ADN. Se investigd la citotoxicidad de R-lap en células de cancer
epidermoide de laringe, melanoma, cancer de ovario, de mama, de prostata, de pulmén, adenocarcinoma de colon
y leucemia, aportando un mejor conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la accion de R-lap y
su relacién con los procesos de apoptosis y de necrosis. Se comprob6 la activacion de la calpaina, proteasa cuya
actividad depende de tioles, seguida por la activacion de quinasas (c-JUN NH, -quinasa terminal), caspasas y
nucleasas, enzimas que degradan al ADN y a las proteinas celulares. Una reaccién importante para la actividad de
la B-lap es su reduccion, especialmente por la diaforasa y la NAD(P)H-quinona reductasa, que inician la produc-
cion de ROS. La accion de R-lap sobre células tumorales resultaria de la inhibicion directa de enzimas como las
topoisomerasas, PARP y el factor TNF, sumada a la accion de radicales libres. Los efectos citostaticos de R-lap
han abierto interesantes perspectivas para la quimioterapia del cancer.
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Abstract Cytotoxicity of [-lapachone, an o -naphthoquinone with possible therapeutic use . 3-lapachone
(B-lap) is a lipophilic o-naphthoquinone isolated from the bark of the lapacho tree. Initial observations
proved its capability for inhibiting growth of Yoshida tumor and Walker 256 carcinosarcoma. [3-Lap redox-cycling in
the presence of reductants and oxygen yields “reactive oxygen species” (ROS: O,—, OH and H,0,) which cytotoxicity
led to assume its role in B-lap activity in cells. R-Lap inhibited DNA synthesis in Trypanosoma cruzi as well as
topoisomerases | and I, poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) in different cells. These enzymes are essential for
maintaining DNA structure. 3-Lap inhibited growth of a large variety of tumor cells including epidermoid laringeal
cancer, prostate, colon, ovary and breast cancer and also different types of leukemia cells. Advances in knowledge
of apoptosis (“programmed cell death”) and necrosis provided useful information for understanding the mechanism
of 3-lap cytotoxicity. Thiol-dependent proteases (Calpaine), kinases (e.g. c-JUN NH,-terminal kinase), caspases
and nucleases are involved in B-lap cytotoxicity. These enzymes activity, as well as ROS production by B-lap redox-
cycling, would be essential for 3-lap cytotoxicity. Diaphorase and NAD(P)H-quinone reductase, which catalyse 13-
lap redox-cycling and ROS production, seem to play an essential role in -lap activity. On these grounds, clinical
applications of R-lap have been suggested.
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Los productos naturales han sido de gran utilidad para
la obtencion de farmacos. Basta recordar a la quinina,
los opiaceos y los digitalicos, entre otros. En 1962, in-
vestigadores de la Universidad de Pernambuco, Brasil,
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aislaron varias o-naftoquinonas de la corteza del lapacho
(Tabebuia avellanedae), entre ellas, la B-lapachona (B3-
lap; 3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto[1,2-b]piran-5,6-
diona)'“. En esa molécula, los grupos carbonilos veci-
nos configuran una estructura electrénica que facilitan
reacciones redox, generadoras de radicales libres>¢. Por
su estructura, B-lap se diferencia del lapachol, una co-
nocida especie quimica del mismo origen®*. Algunas pro-
piedades de B-lap llamaron la atencion de sus descubri-
dores en especial, su capacidad para inhibir el crecimiento
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de tumores in vivo, como el sarcoma de Yoshida y el car-
cinoma de Walker®“y también, para inhibir el crecimiento
de bacterias® * y tripanosomatidos, en particular del
Trypanosoma cruzi. El efecto de B-lap resultd especifico
pues su isdmero, la p-quinona a-lapachona*, fue mucho
menos activo. Investigaciones posteriores en la Universi-
dad Federal de Rio de Janeiro y en la Facultad de Medi-
cina de la Universidad de Buenos Aires confirmaron la
citotoxicidad de B-lap” ** especialmente en tripanoso-
matidos y células tumorales', y su capacidad para gene-
rar “especies reactivas del oxigeno” (ROS: anién su-
peréxido, radical hidroxilo y peréxido de hidrégeno)™*°. Te-
niendo en cuenta la citotoxicidad de ROS, se atribuy6 la
accion de R-lap a esos radicales. La ausencia de catalasa
y el bajo nivel de superdxido dismutasa en T. cruzi 2y
en células de tumores'4, se consideraron factores propi-
cios para explicar la actividad citotoxica de R-lap y sus
andlogos. El mismo mecanismo se propuso para la ac-
cién de B-lap sobre las macromoléculas del T. cruzi .

Las observaciones sobre la citotoxicidad de R-lap se
limitaron, inicialmente, a definir la relacién estructura-
actividad y comprobar la posible funcion de ROS en su
accion. Se considero la posibilidad de utilizar 3-lap para
esterilizar muestras de sangre destinadas a transfusion??,
pero esa propuesta no tuvo mayor aceptacion, posible-
mente por la insolubilidad de 3-lap en medio acuoso.

En los ultimos diez afios el interés por la citotoxicidad
de R-lap en células tumorales ha crecido notablemente.
La Tabla 1 resefia las publicaciones mas importantes
sobre el tema. Se puede ver que R-lap resulté activa
sobre fibroblastos? ® 2526 y numerosas células tumorales,
como las de leucemia murina?, cancer epidermoide
laringeo?” %2 33 melanoma?’, hepatoma?” % 3, cancer de
ovario®3*, cancer mamario?®-3637414445 - cancer de pul-
monf: 313341 de prostata® 3% 4, leucemia humana® -
36.38.39 carcinoma de colon®-3336.40.41 linfoma* y glioma“*.
En la mayoria de esos estudios, la citotoxicidad de B-lap
se valor6 utilizando su capacidad para inhibir la prolife-
racién celular in vitro, medida por recuento de células,
por citometria de flujo o por la produccién de colonias.
Esos estudios demostraron efectos citotoxicos reprodu-
cibles con concentraciones de R-lap entre 1.0 y 10 uM,
en la mayoria de los tumores estudiados. Expresiones
frecuentemente utilizadas para representar la
citotoxicidad de B-lap fueron I, y I, (concentraciones
productoras de 50 y 75% de inhibicién, respectivamen-
te). En la mayoria de las observaciones citadas, con-
centraciones de R3-lap menores de 5.0 uM produjeron
efectos citotoxicos notables, incluida la muerte de las
células tumorales. Sin embargo, diferentes lineas de un
mismo tumor respondieron en distinta forma a 3-lap. Por
ejemplo, células de cancer de colon de la linea SW116
no fueron afectadas por R-lap en concentraciones supe-
riores a 100 uM mientras que células de las lineas HT29
y DLD, dieron IC,; de 5.0 pM*.
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La produccién de ROS por B-lap, permitié postular
mecanismos asociados a la toxicidad de esos radicales
en células tumorales. Sin embargo, un mejor conocimien-
to de los mecanismos moleculares afectados por R-lap
permitié identificar acciones directas de R-lap, sobre
enzimas o sistemas enzimaticos especificos. Entre las
enzimas afectadas por R-lap se encuentran las
topoisomerasas | y Il y la poli(ADP-ribosa) polimerasa
(PARP).

3-Lapachona, topoisomerasas y PARP

En la célula, el ADN esta expuesto a la accion de noxas
capaces de alterar su estructura como las radiaciones y
reacciones metabdlicas no-fisiologicas, por ejemplo, la
despurinizacion del ADN. Esos procesos son contrarres-
tados por mecanismos enzimaticos especificos a los que
contribuyen en forma destacada, las topoisomerasas y
PARP#. Topo | y Topo Il son nucleasas reversibles con
funcién en la replicacién y reparaciéon del ADN. Topo |
corta una de las cadenas polinuclectidicas del ADN lo
gue permite el giro de los fragmentos resultantes y la
correcta alineacién del polinucleétido en la cadena
neoformada. La reparacion consiste en el reemplazo del
nucledtido mutado por su precursor normal. B-Lap inhibe
a Topo | por un mecanismo distinto al de otros inhibidores
especificos, como la camptotecina. Topo I, ADN y R-lap
forman un complejo ternario, cataliticamente inactivo?’2°,
Ese complejo resulta de la unién del ADN al complejo
binario Topo I-B-lap. EI complejo binario Topo I-ADN no
acepta a R-lap, lo que impide la inhibicién de Topo I,
cuando la quinona debe actuar sobre la Topo | en pre-
sencia de ADN. La formacion del complejo ternario impi-
de la ultima etapa de la reaccion de Topo |, que consiste
en la union de dos nucledtidos vecinos por medio de la
funcién fosfato-diester. Ello significa el fracaso de la re-
paracién del ADN por Topo | y por lo tanto, facilita la
formacion de ADNes atipicos, fuente de dafio genético.
La acumulacion de complejos ternarios Topo I-ADN-B3-
lap simula la hiperactividad de Topo | y en estudios ini-
ciales se menciona una supuesta activacion de Topo |
por R-lap?’2°,

Topo Il se une a las dos cadenas polinucleotidicas
gue constituyen el ADN y corta a ambas lo que permite
la conservacion de la estructura cromosOmica‘®*. La
inhibicion de Topo Il por B-lap se supone mas importan-
te que la inhibicion de Topo I¥2. La inhibicién de Topo II
es irreversible, dependiendo de la formacién previa de
un complejo Topo II-ADN?32 48, |a formacion del comple-
jo Topo II-ADN produce cambios conformacionales en
Topo Il que facilitan su reaccién con R-lap y por lo tanto,
la inactivacién de Topo II.

En resumen, la accién de B-lap sobre Topo | y Topo
I significa la inhibicion de la replicacion del ADN y como
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TABLA 1.— Accién inhibidora de la 3-lapachona sobre el crecimiento celular

Células (linea)

Autores

Mecanismo postulado

Sarcoma de Yoshida; sarcoma de Walker
256

Sarcoma de Yoshida

Sarcoma 180

Leucemia murina vival

Fibroblastos humanos

Fibroblastos de embrién de hamster CCHEF/
189

Cancer epidemoide laringeo humano;
melanoma humano (Ul-mel); hepatoma
(HEp-2)

Céancer de ovario de hamster (CHO)

Cancer mamario humano (MCF-7)
Leucemia promielocitica (HL-60); cancer de
préstata humano (LNCaP, DU-145, PC-3);
cancer mamario humano (MCF-7. WS-8, D
T47-A18; MCF-7; W58; MDA, MB23)
Céancer de prostata humano (PC3, AH 145,
LNCaP; leucemia promiclocitica humana
(HL-60); cancer mamario humano (MCF-7;
21 MT); carcinoma de ovario humano (AD
2780 s); adenocarcinoma de colon humano
(SW 1116); carcinoma de pulmon humano
(599, HS20)

Carcinoma epidermoide humano (KB3-1,
MDR1, KBV-1 KBH-3); leucemia linfoblas-
tica humana aguda (CEM, VM-26, CEM/V1,
RPM1 8401, CPF-K5, U937, U937/CR)
Céancer de pulmén (A-549), carcinoma de
colon (HT29), carcinoma de prostata (AT3,
AT3-1); leucemia humana (CEM/VM1, CEM/
M70-B1; HL-60, HL-60.ADR) carcinoma
epidernoide humano (KB3.1, KB-V1, linforma
murino FL 5.12); leucemia mielomonocitica
murina WEHI 38; carcinoma mamario MCF-7
Céancer de ovario de hamster (CHO)

Hepatoma humano (Hep A2)

Leucemia promielocitica humana (HL-60);
leucemia eritroblastoide (K 562), adenocar-
cinoma de colon (U 397); Molt 4, SN 620);
cancer mamario (MCF-7)

Cancer mamario (MCF-7-W58); cancer
mamario (MCF-7; 21 MT; 21 PT, 21 NT)
Leucemia promielocitica humana (HL-60)

Santana y col (1968)?
D=Albuquerque (1978)3
Docampo y col (1979)%
Schaffner-Saba y col (1984)%
Boorstein y Pardee (1984)%
Boothman y Pardee (1989)%

Boothman y col. (1989)%

De Grassi y col. (1993)%

Liy col. (1993)%
Planchon y col. (1995)%°

Liy col. (1995)%

Frydman y col. (1997)%

Dolan y col. (1998)%

Vanni y col. (1998)3

Laiy col. (1998)%*

Chau y col. (1998)3%

Wuerzberger y col. (1998)%

Planchon y col. (1999)3%®

No comentado

No comentado

Produccién de ROS

Inhibicién de la transcriptasa reversa

No comentado

Activacion de la Topo [; inhibicion de la
PLDR

Activacion de la Topo I; reforma del ADN
(Aunwinding@).

Alteraciones cromosomicas; activacion de la
Topo I.

Inhibicién de la Topo |I.

Formacion de un complejo inactivo B-lap
Topo I; fragmentacion del ADN
(Aladdering@); apoptosis.

Inhibicién de Topo I; apoptosis.

Induccién del clivaje del ADN por Topo II;
formacion de complejo Topo II-ADN. B-lap-
inactivo; formacién de aductos con los tioles
de Topo Il

Alteracion de la relacion GSH/GSSG;
proliferacion de peroxisomas.

Fragmentacion atipica del ADN; inhibicion de
PARP.

Dafio cromosémico; sintesis Ano progra-
mada@ de ADN; dafio mitocondrial;
proliferacion de peroxisomas.

Apoptosis, fragmentaciéon del ADN; pro-
duccion de H,O,, proteccion por antioxi-
dantes y por GSH, intervencion de radicales
libres.

Apoptosis; fragmentacion del ADN y de
Laminina B. Inactivacion de Topo I, Topo II.
Apoptosis, fragmentacion del ADN; activa-
cion de la caspasa 3 y clivaje de PARP;
antagonismo de Bcl-2.
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Continuacién tabla 1
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Células (linea)

Autores

Mecanismo postulado

Leucemia promielocitica humana (HL-60)

Céancer de colon humano (SW 450, SW 620,
DLD1);

Céancer mamario humano (MEF-7, 21 MT, 21
NT, 21 PT); carcinoma de ovario humano
(AD 2700 s); carcinoma de colon humano
(SW1116); HT29, DLD); carcinoma de
pulmén humano (G480); carcinoma de
préstata humano (PC-35, DU145; LNCaP)
Linfoma histocitico humano (U 937);

células T humanas (Jurkat): Hela; glioma
humano (H4)

Hepatoma humano (Hep-2)

Cancer mamario humano (MCF-7, T47D,
A18), MDA-MB-468)

Céancer mamario humano (MCF-7, T47D)

Shiah y col. (1999)%

Huang y Pardee (1999)%

Liy col. (1999)4

Mannay col. (1999)*

Samali y col. (1999)*

Pink y col. (2000)#

Pink y col. (2000)*

Activacion de la quinasa c-Jun NH,-terminal
y de la caspasa CPP32 Yama (CP3) durante
la apoptosis; dependencia de ROS.
Bloqueo del ciclo celular; alteraciones en
ciclinas; fragmentacion del ADN (laddering);
induccién de la proteina pro-apoptética Bax.
Apoptosis y necrosis segun concentracion de
3-lap; dafio mitocondrial con liberacién de
citocromo c; activacion de la caspasa-3 en
la apoptosis y de proteasas-SH en la
necrosis.

Inhibicién del factor activador NF-?B y de la
proteina AP-1; activacién de la caspasa-3;
apoptosis.

Produccion de apoptosis o necrosis en
funcion de la actividad de las caspasas.
Citotoxicidad de R-lap en funcién del ciclo
redox catalizado por la flavoenzima quinona
reductasa.

Activacion de proteasas (caspasas, calpaina)
y clivaje de PARP; funcion esencial de
proteasas tioles.

consecuencia de ello, la decadencia y muerte de la célu-
la. Esos efectos se han comprobado con fibroblastos de
embrién de pollo® %, cancer epidermoide laringec®” 2,
cancer de ovario®®, cancer mamario® 3, cancer de pros-
tata®® 3t, células leucémicas®, cancer de colon3-364, etc
(Tabla 1).

PARP es una enzima nuclear de 130 Da que cataliza
la transferencia del ADP del NAD* (adenina-nicotinamida
dinucledtido) a si misma, y otras proteinas nucleares,
incluyendo a las histonas, al factor p53+’, a Topo | y Topo
Il. PARP se activa 50 veces al unirse a las rupturas del
ADN (“nicks”) y en consecuencia, es también activada
por los agentes que dafian al ADN, como la radiacién
ionizante y ROS. PARP es asi, un sensor de las ruptu-
ras del ADN, que tiene la propiedad de movilizar los
mecanismos reparadores del ADN*. En esa forma PARP
constituye un factor esencial para el mantenimiento de
la estructura del ADN vy la integridad gendmica. Los si-
guientes ejemplos ilustran la participacion de PARP en
la apoptosis. En la células de cancer de ovario, R-lap
produce rupturas en el ADN, acompafiadas por la inhibi-
cion de PARP34, Observaciones con células de leucemia
mieloide, confirmaron el clivaje y la inhibicion de PARP
como consecuencia del tratamiento de esas células con

3-lap®®. La modificacion de PARP result6é imputable a la
accion de proteasas activadas por B-lap*®, en especial,
la caspasa-3. Las concentraciones de R-lap, utilizadas
en esos experimentos (1-5 uM) fueron menores que en
el experimento con las células de tumor de ovario®. Por
Gltimo, en las células de tumor mamario*, el tratamiento
con 3-lap dependio de la concentracion de R-lap. A baja
concentracion de R-lap se activo la caspasa-3, que pro-
dujo el clivaje de PARP. A concentraciones mayores de
B-lap, se activaron otras proteasas, en particular, las
dependientes de tioles (calpaina)*. El uso de inhibidores
especificos para la caspasa 3 (zVAD-fm ), y para las
proteasas-SH (iodoacetamida y NEM) confirmé la espe-
cificidad de los efectos descriptos.

B-Lapachona y apoptosis

El concepto de apoptosis como “muerte celular progra-
mada” y los numerosos e importantes avances realiza-
dos en su conocimiento han sido considerados en una
publicacién anterior*. La informacién actual sobre la bio-
logia molecular de la célula ha permitido explicaciones
cada vez mas precisas del efecto citotoxico de R-lap en



CITOTOXICIDAD DE LA R-LAPACHONA

diferentes células tumorales y en fibroblastos. La
apoptosis se puede describir como una serie de reac-
ciones metabodlicas interdependientes, catalizadas por
enzimas especificas e iniciada por un determinado agente
apoptogénico, por ejemplo, 3-lap. Esas reacciones im-
plican, la activaciéon de quinasas y estas, a su vez, acti-
van las caspasas, reguladas por factores especificos (Bcl-
2, etc.)***. Las caspasas activan otras proteasas y
nucleasas, cuya accion lleva a la destruccion de la es-
tructura celular, en particular del ADN nuclear. La inhibi-
cién por B-lap de las enzimas reparadoras del ADN (Topo
I, Topo Il y PARP) contribuye a la apoptosis.

La apoptosis se manifiesta por expresiones caracte-
risticas, entre ellos, la interrupcion del ciclo reproductivo
celular (la mitosis), las alteraciones del ADN* y la
inactivacién de PARP“. Esas expresiones varian en tiem-
po y magnitud, segln el tipo de célula. Por ejemplo, en
las células de cancer de ovarioy de colon humano trata-
das con R-lap 2-3 pM, el ciclo celular se detuvo al final
de la fase S (fase de sintesis de ADN y formacion y
duplicaciéon de los cromosomas), con variantes meno-
res segun la linea celular utilizada*. En cuanto a la
cromatina nuclear, las células de cancer de ovario (CHO)
o de hepatomas tratadas con R-lap, mostraron deforma-
cion y fragmentacién de los cromosomas, los intercam-
bios entre cromatidas hermanas (“sister chromatide
exchange”) y la fragmentacion del ADN***. Los extrac-
tos de las mismas células provocaron desenrollamiento
(“unwinding”) del ADN de plasmidos y la inactivacion de
PARP, demostrando asi la existencia de factores
citotoxicos inducidos por R-lap en esos extractos®.

Investigaciones recientes ilustran la accion
apoptogénica de B-lap y su complejo mecanismo. Asi,
en células de cancer de ovario, préstata, pulmony mama,
el tratamiento con 3-lap produjo apoptosis mientras que
en las células de hepatoma produjo necrosis***. La
apoptosis en estas células se reconocio por la inhibicion
de la multiplicacion celular y por la “externalizacion” de
la fosfatidil-serina en la membrana celular*°. De espe-
cial interés result6 el dafio mitocondrial, que se manifes-
t6 por la liberacion de citocromo ¢y la disminucion del
potencial electroquimico de la membrana. La liberacion
del citocromo ¢ de las membranas mitocondriales y su
pasaje al citosol constituyé un importante factor del pro-
ceso apoptogénico®**’. El dafio del ADN nuclear preva-
lecié en las células de cancer de préstata en las que se
expreso por la tipica imagen en escalera (“laddering”).
En esas células, la liberacion del citocromo c fue precoz,
pues ocurrié una hora después de iniciar el tratamiento
con B-lap y antes de la pérdida de viabilidad celular o del
dafio al ADN. Las células apoptéticas mostraron notable
aumento de la actividad de la caspasa 3, lo que no ocu-
rrié en las células necréticas. Esas observaciones evi-
denciaron la importancia de las mitocondrias como blanco
de R-lap en el proceso de apoptosis.
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En células de cancer de colon 3-lap produjo apoptosis
con modalidades propias de cada linea celular®. La ac-
cién sobre el crecimiento (bloqueo del ciclo celular, en la
fase S/G2) precedi6 a la fragmentacién de la cromatina
nuclear. Esos efectos fueron congruentes con la dismi-
nucion de las ciclinas A, B1, cdc 2 y D1. 3-Lap también
aumenté el factor Bax. Las células de la leucemia hu-
mana han constituido un objetivo valioso para estudiar
los efectos apoptogénicos de R-lap. Asi, el tratamiento
de promielocitos con R-lap produjo alteraciones mani-
fiestas, a saber, las del ADN nuclear, la disminucién del
zimogeno de la caspasa 3 y el clivaje de PARP®. La
disminucién del zimégeno se interpreté como consecuen-
cia de su transformacion en caspasa 3 y el clivaje de
PARP resulté una consecuencia directa de la activacion
de esa caspasa, pues los inhibidores especificos de la
misma previnieron el clivaje de PARP. Por otra parte, el
factor Bcl-2, anti-caspasa contrarresto el efecto de R-
lap. El efecto de R-lap sobre las células HL-60 incluyé un
fuerte aumento de la produccion de ROS, en particular
H,O, por células incubadas con bajas concentraciones
de R-lap®. La accién de los peréxidos fue prevenida por
antioxidantes como el ascorbato. Al mismo tiempo, la
quinasa c-JUN-NH, -quinasa terminal fue significativa-
mente activada por R-lap mientras que los inhibidores
de c-JUN NH,-quinasa terminal impidieron la accion
apoptogénica de R-lap. Estas observaciones apoyan la
produccion de ROS por 3-lap.

La intervencion de ROS en la accion apoptogénica
de R-lap en células tumorales, ha recibido apoyo de di-
ferentes investigadores®344, Las observaciones de Pink
y col.** son convincentes porque demuestran con célu-
las de cancer mamario la necesidad de la reaccion redox
de RB-lap para la produccion del efecto citotéxico. Esa
reaccion, catalizada por la diaforasa y la NAD(P)H-
quinona oxido-reductasa produce la hidroquinona que
se transforma en semiquinona e induce el dafio oxidativo.
Por otra parte, como consecuencia de la reaccion de la
diaforasa se consume NADPH, activdndose las
proteasas-tioles, como la calpaina. La calpaina cliva a
PARP y al factor p53, promoviendo la apoptosis. Una
condicién necesaria para que la célula sea sensible a 3-
lap es la sobre-expresion de la diaforasa*.

La apoptosis inducida por R-lap implica la participa-
cion de complejos sistemas de proteasas, que actian
activandose las unas a las otras. Un ejemplo de esas
interacciones se encuentra en células de linfoma huma-
no (U937)*. En esas células, R-lap inhibi6 al factor TNF
gue normalmente es un inductor del factor de transcrip-
cién nuclear (NF- B), de la proteina activadora-1 (AP-1),
del translocador de p65 y de la expresion del gen de NF-
B“26°, La inhibiciéon de TNF por 3-lap se extendi6 a todos
los otros factores dependientes de TNF. Como la activi-
dad de TNF depende de tioles, el ditiotreitol y la N-acetil-
L-cisteina resultaron antagonistas de R-lap.
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En resumen, el efecto apoptético de R-lap implica un
complejo proceso que incluye (1) producciéon de ROS;
(2) activacion de la quinasa JNK; (3) activacion de la
caspasa 3 (CCP32/Yama) y otras; (4) clivaje e
inactivacion de PARP; (5) dafio irreversible del ADN nu-
clear por activacion de nucleasas e inhibicion o
inactivacion de las enzimas conservadoras del ADN, en
particular, topoisomerasas y PARP. La Figura 1 mues-
tra un modelo plausible de mecanismo de accién de R-
lap. Los antioxidantes como N-acetilcisteina, el tocoferol
y el ascorbato contrarrestan la accién de R-lap, lo mis-
mo que el glutation (GSH). Por ello, células tumorales
de bajo contenido en GSH, como HL-60, U937 y Molt-4

R-LAPACHONA

PEROXIDOS
(O,— HO; H,0,)

QUINASA C-JUN

CAPP32/YAMA
(CASPASA-3)

CLIVAJE DE PARP
(POLI(ADP-RIBOSA) POLIMERASA)

APOPTOSIS

Fig. 1.— Mecanismo de produccion de apoptosis por
-lapachona.
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fueron mas sensibles a R-lap, que las células de alto
contenido en GSH, como K562 (leucemia), MCF-7 (can-
cer mamario) y SW 620 (adenocarcinoma de colon)®.

La constancia de los efectos apoptogénicos de 3-lap
en las numerosas especies celulares afectadas no ex-
cluye otras acciones por ejemplo, los efectos observa-
dos en hepatomas®. En estas células, R-lap bloquea al
ciclo celular en la fase S y produce “sintesis no progra-
mada” de ADN, no observandose apoptosis. Ademas,
se producen alteraciones mitocondriales (hinchamien-
to), vesiculizacion del reticulo endoplasmico y prolifera-
cién de peroxisomas, estos Ultimos, cargados de
peroxidasa pero sin catalasa. Las alteraciones
mitocondriales son llamativas dada su funcién como pro-
ductoras del ROS. Por otra parte, la ausencia de catalasa
en los peroxisomas favoreceria la produccion de ROS
por el ciclo redox de la quinona, como ocurre en T. cruzi
y en diferentes células tumorales.

Consideraciones finales

El hallazgo de R-lap permitié a sus descubridores expe-
rimentos iniciales que demostraron posibles usos tera-
péuticos para el tratamiento del cancer®“. Los datos que
consigna la Tabla 1 confirman esas expectativas dada
la variedad de células tumorales sensibles a R-lap. Las
posibles aplicaciones terapéuticas de R-lap han sido con-
sideradas por numerosos investigadores. Asi
Wouerzberger y col.*”, sugieren el uso de 3-lap en el can-
cer mamario, como agente terapéutico directo o como
complemento de la radioterapia; Huang y Pardee® pro-
ponen el tratamiento del cancer de colon con R-lap, en
el caso de que las células tumorales fuesen deficientes
en el factor p53. Lo mismo opinan Li y col.*, Vanni y
col.** y Dolan y col.®, respecto al uso de B-lap contra
otras lineas celulares tumorales.

Agradecimiento : se agradece a la Fundacion Alberto J.
Roemmers por su apoyo a este estudio. M.A.E. Verén presto
excelente colaboracion técnica.
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