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Resumen.

La biogénesis mitocondrial comprende el crecimiento y la division de mitocondrias,
por lo que requiere la coordinacion entre la sintesis de proteinas nucleares, la
replicacion del ADN mitocondrial (mtDNA) y la fusién vy fision de las mitocondrias.
Estos procesos se encuentran regulados por el coactivador-1a del receptor
activado por proliferacion de peroxisomas (PGC-1a). En el grupo de trabajo se
reportdé que el sulforafano (SFN), un activador de la via de Nrf2, es capaz de
inducir la muerte de células tumorales en cultivo asi como de aumentar los niveles
de PGC-1a vy, de la biogénesis mitocondrial. Es posible que otras moléculas con la
misma capacidad de inducir la via de Nrf2 puedan presentar un efecto antitumoral
mediante la regulacion de Ila biogénesis mitocondrial. El  acido
nordihidroguaiarético (NDGA) es un compuesto de origen natural que ha sido
caracterizado como un antioxidante bifuncional que atrapa radicales libres y
especies reactivas de oxigeno (ERO), y de inducir la expresion de enzimas
antioxidantes por la activacion del factor de transcripcion Nrf2; ademas existen

estudios que describen la actividad anticancerigena del NDGA.

En este trabajo se evalud el efecto antitumoral del NDGA y su implicacién
en la regulacién de la biogénesis mitocondrial. Para esto se trabajé con la linea de
cancer de vejiga T24 que fue incubada con el NDGA. Se realizaron ensayos de
viabilidad celular en los que se observd una reduccién de manera concentracion
dependiente después de 72 horas, asi se observé que NDGA es capaz de inducir
apoptosis después de 48 horas de tratamiento. Por otra parte se observd que el

NDGA aumentd la produccién de ERO y disminuyé el potencial de membrana



mitocondrial. Finalmente se encontré que el NDGA promovié disminucion de la
masa mitocondrial, y de los niveles de factores involucrados con la biogénesis
mitocondrial tales como sirtuina 1 (Sirt1), PGC-1, el factor nuclear respiratorio 1
(NRF-1) y el factor de transcripcion mitocondrial (Tfam-A), asi como un aumento
en los niveles de la proteina relacionada con la dinamina (Drp1), indicando fisién
mitocondrial, y un desbalance en los niveles de mitofusina 1 (Mfn1), sugiriendo la

desregulacion de la fusién mitocondrial.

Con estos resultados se puede concluir que el NDGA es capaz de inducir
dafno celular mediante el aumento en las ERO y la disminucion del potencial de
membrana mitocondrial y por otro lado atenua la via de sefalizacién de PGC-1aq,
lo cual provoca la disminucion de la masa mitocondrial y la induccion de apoptosis

en la linea celular T24.



Introduccion.

Biogénesis mitocondrial. Las mitocondrias son importantes para el metabolismo
de las células eucariontes ya que en éstas se realiza la produccion de ATP a partir
del gradiente electroquimico generado por el transporte de electrones de la
cadena respiratoria, ademas son componentes clave para el metabolismo de
lipidos. En la célula, las mitocondrias pueden observarse como pequefos
organelos individuales 6 como una asociacion de redes tubulares, dependiendo de
las condiciones ambientales, el tipo celular y el tipo de organismo (Kusnetzov et
al., 2009). La morfologia y el mantenimiento de esta red dependen de los procesos

dinamicos mitocondriales (Rafelski, 2013).

Entre estos procesos dinamicos se encuentra la biogénesis mitocondrial, la
cual comprende el crecimiento y la division de mitocondrias ya existentes, por lo
que requiere la coordinacion entre la sintesis de proteinas nucleares, la replicacion
del ADN mitocondrial (mtDNA) y la fusion y fision de las mitocondrias (Jornayvaz y

Shulman, 2010).

La biogénesis mitocondrial esta regulada por distintos factores que forman
parte de una cascada de transcripcion encabezada por el coactivador-1a del
receptor activado por proliferacion de peroxisomas (PGC-1a; Puigserver et al.,
1998). ElI PGC-1a es activado transcripcionalmente por accion de los receptores
activados por proliferaciéon de peroxisomas (PPAR), y el factor de unién a AMP
ciclico (CREB), cuando es fosoforilado por la proteina cinasa A (PKA) o la proteina

cinasa dependiente de calcio/calmodulina tipo IV (CaMKIV) dependiendo de los



niveles de AMP ciclico (cAMP) o calcio, respectivamente. A nivel
postranscripcional PGC-1a se regula por eventos de fosforilacion mediados por la
protein-cinasa activada por mitégeno p38, Akt, la cinasa 1 S6, la protein-cinasa
activada por adenosin monofosfato (AMP, AMPK) y la cinasa 3 de la glucdégeno
sintasa; metilacion por la arginina-proteina metiltransferasa 1; acetilacion por la
lisina acetiltransferasa 2A; y desacetilacion por la sirtuina 1 (Sirt1; Dominy et al.,
2010; Villena, 2015). Ademas actua como factor de regulacion de transcripcion
activando al receptor a relacionado con el estrogeno (ERRa), el factor
intensificador de miocitos (MEF-2), y a los factores nucleares respiratorios 1y 2
(NRF-1, NRF-2), los cuales promueven la expresién del factor de transcripcion
mitocondrial A (Tfam-A) conduciendo a la transcripcion y replicacion del mtDNA
(Virbasius y Scarpulla, 1994). Se ha demostrado que la biogénesis mitocondrial
puede ser inducida por la expresion de NRF-1 mediante acciéon de la hemo-
oxigenasa-1 y la activacion del factor 2 relacionado al factor nuclear eritroide 2
(Nrf2; Piantadosi et al., 2008). El efecto Warburg, la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), mutaciones al mtDNA y el desarrollo de cancer

alteran la biogénesis mitocondrial (Boland et al., 2013).
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Figura 1. Esquema general de la via de sefalizacion para la biogénesis
mitocondrial (Modificado de Scarpulla, 2008). La expresion de PGC-1a se induce
por el aumento en los niveles de cGMP y la proteina CREB fosforilada por PKA o

5



por CaMKIV. La localizacién nuclear de PGC-1a induce la expresion de factores
de transcripcion como MEF-2, NRF-1 y 2, ERRa y PPARa, que inducen la
expresion de genes involucrados con la sintesis de proteinas mitocondriales.

El efecto Warburg explica el incremento en la glucolisis de células
tumorales (Koppenol et al., 2011; Vander Heiden et al., 2009). Este aumento en el
metabolismo de la glucosa promueve la sobrevivencia de las células tumorales
mediante la regulacion redox del citocromo c¢ y la inhibicion de la apoptosis

(Vaughn et al., 2008).

Las EROs son producidas en diversos compartimientos celulares,
principalmente en la mitocondria como consecuencia de la fosforilacion oxidativa y
del escape de electrones de la cadena respiratoria que reaccionan con el oxigeno
0 con iones metalicos, nitrogeno (Lagouge y Larsson, 2013). La produccién de
EROs se incrementa por deficiencias en el complejo | y el complejo Il de la
cadena de transporte de electrones, las deshidrogenasas de piruvato, 2-
oxoglutarato y glicerol 3-fosfato; el aumento del metabolismo mitocondrial
asociado a la activacion de AKT, y la expresién de oncogenes como Myc y Ras
que disminuyen la actividad de los complejos | y Il de la cadena respiratoria y los
niveles de superoxido dismutasa (Boland et al., 2013; Brand, 2010; Hamanaka y

Chandel, 2010).

En estudios previos se ha demostrado que las EROs producidas en la
mitocondria son capaces de promover la tumorigénesis mediante la estabilizacion
del factor inducible de hipoxia a (HIF-1a), el dafo a bases nitrogenadas,
incremento en el flujo de calcio, inactivacion de fosfatasas y la activacion de los

factores de transcripcion Nrf2 y el factor nuclear potenciador de las cadenas



ligeras k de las células B activadas (NF-kB; Hamanaka y Chandel, 2010; Sena y

Chandel, 2012).

Se han encontrado mutaciones homoplasicas en el genoma mitocondrial de
células de tumores primarios y se han ligado al crecimiento de tumores y al
desarrollo de metastasis, ademas dichas mutaciones pueden producir un
incremento en la produccion de EROs debido a la pérdida de funcion de las
proteinas de la cadena transportadora de electrones (Polyak et al., 1998; Petros et

al., 2005; Ishikawa et al., 2008).

La biogénesis mitocondrial aumenta en melanomas por el aumento en la
expresion de PGC-1a inducida por el factor transcripcion especifico de
melanocitos (Haq et al., 2013; Vazquez et al., 2013), estos melanomas presentan
un incremento en la expresion de proteinas y dependencia de metabolismo
oxidativo (Vazquez et al., 2013). Ademas se ha descrito que p53 es capaz de
inactivar la expresion de PGC-1a, explicando posiblemente la reduccion en la
biogénesis durante el envejecimiento y el aumento de EROs y disfuncion
mitocondrial durante el desarrollo de cancer cuando p53 presenta mutaciones

(L6pez-Otin et al., 2013; Sahin y DePinho, 2012).

La manera en que los cambios en el tamafo y la forma de la red
mitocondrial afectan a la biologia basica del cancer, asi como a la determinacién
del desarrollo del mismo, sugiere un potencial para el desarrollo de nuevas

técnicas diagnodsticas y terapéuticas de esta enfermedad (Boland et al., 2013).



Antioxidantes y biogénesis mitocondrial. La evaluacion del uso de
antioxidantes sobre la biogénesis mitocondrial se encuentra descrita
principalmente en modelos experimentales de prevencion del dafio oxidativo la
adaptacion al ejercicio aerdbico en musculo (Merry y Ristowl, en prensa; Morrison
et al., 2015; Kerksick y Zuhl, 2015, Sun et al., 2015), modelos de neuroproteccion

(Hagl et al., en prensa; Makela et al., 2016), entre otros.

Se ha descrito que el sulforafano (SFN), un antioxidante indirecto capaz de
activar la via de Nrf2 y la induccion de enzimas antioxidantes, induce la apoptosis
de células tumorales, relacionando este efecto al aumento de los niveles de PGC-
1a y la activacion de la biogénesis mitocondrial, lo cual produce un aumento en la
poblacion de mitocondrias dafiadas potenciando las sefales pro-apoptdticas
(Negrette-Guzman et al., 2013). Por otra parte, también se ha descrito que un
analogo de la vitamina E, MitoVES, promueve la muerte de células tumorales
mediante la inhibicién de la respiracion, la reduccion del potencial de membrana
mitocondrial y la generacion de especies reactivas de oxigeno, asi como mediante
la reduccion de los niveles de Tfam-A y por tanto de la biogénesis mitocondrial
(Truska et al., 2015). Estos trabajos abren las puertas para la evaluacion del
efecto antitumoral por parte de otros antioxidantes a través de la via de la

biogénesis mitocondrial.

El acido nordihidroguaiarético. El acido nordihidroguaiarético (NDGA) es un
metabolito secundario encontrado en abundancia en ejemplares de la especie
Larrea tridentata (Mo¢ & Seseé ex DC.) Coville (1893) perteneciente a la familia

Zygophyllaceae (Arteaga et al., 2005; Lu et al., 2010); esta especie conocida



LTS

coloquialmente como “chaparral”, “creosote bush” o “gobernadora” se distribuye en
el Norte de la Republica Mexicana y al Sur de los Estados Unidos y ha sido
utilizada en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades renales y
del higado, como diurético, en el tratamiento de infecciones en las vias urinarias y

enfermedades venéreas (Arteaga et al., 2005).

El NDGA es un metabolito con caracteristicas antioxidantes pues es capaz
de atrapar anion peroxinitrito, radical hidroxilo, anidn superdxido y acido
hipocloroso en sistemas in vitro. Ademas protege contra la nitracion de tirosina
inducida por ozono en pulmones de rata (Floriano-Sanchez et al., 2006), también
se le ha descrito como un agente neuroprotector capaz de disminuir el estrés
oxidativo causado por la acumulacion del péptido B-amiloide (Goodman et al.,
1994). La actividad antioxidante del NDGA es capaz de atenuar el dafo renal y la
apoptosis inducidos en modelos de isquemia-reperfusion mediante la
translocacion de Nrf2 (Zuhiga-Toala et al., 2013). Asi mismo protege contra el
dafo renal inducido por dicromato de potasio en ratas (Yam-Canul et al., 2008), y

el dafio renal inducido por cisplatino (Lee et al., 2009).

Ademas de sus caracteristicas antioxidantes, el NDGA es efectivo en el
tratamiento contra diferentes tipos de cancer pues inhibe el crecimiento de las
células cancerosas, induce apoptosis y la pérdida de funcién mitocondrial (LU et

al., 2010; Hernandez-Damian et al., 2014).

En estudios recientes se ha demostrado que el NDGA es capaz de inhibir al

receptor del factor de crecimiento de la insulina (IGF-1) asi como de inhibir la



transcripcion de genes inducida por el factor de crecimiento transformante B (TGF-
B; Li et al., 2009). Se ha probado también que el NDGA inhibe el crecimiento de
tumores debido a su capacidad para promover la apoptosis en células de cancer
de mama, carcinoma pancreatico y mielomas multiples (LU et al., 2010), o
mediante la induccion del arresto del ciclo celular en la linea SiHA de cancer
cervical, a través de la induccién de la acetilacion de la histona H3 para promover
la expresién de la proteina p21; la reactivaciéon del gen p16INK4a metilado en
células de cancer de mama (T47D) y colonorectal (RKO); y la reactivacion del gen
de la E-cadherina metilado en células de cancer de mama (Gao et al., 2011; Cui et
al., 2008a; Cui et al., 2008b). Otros informes indican una reduccién en la viabilidad
celular de lineas de cancer de prostata por del aumento en la concentracion de
Ca*" intracelular mediada por el NDGA (Huang et al., 2004). El NDGA también
previno el desarrollo de cancer de piel inducido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) en ratones mediante la reduccién de la peroxidacion lipidica, de la
actividad de la xantina oxidasa, del contenido de perdxido de hidrégeno y del
incremento en los niveles de glutation reducido y el incremento en la actividad de
las enzimas glutation peroxidasa, glutation reductasa, catalasa y superoxido

dismutasa (Rahman et al., 2011).

Los efectos multifuncionales que presenta el NDGA lo convierten en una
herramienta util para el estudio terapéutico de distintas patologias, y el
descubrimiento de sus efectos en el mantenimiento de la homeostasis celular
podrian en un futuro promover su uso como tratamiento para distintas

enfermedades (Hernandez-Damian et al., 2014).
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Cancer de vejiga.

La vejiga es un organo hueco, flexible y con paredes musculares, situado en la
pelvis, su principal funcién es almacenar la orina formada en los rifiones antes de
ser expulsada a través de la uretra. La mayoria de los canceres de vejiga se
originan en la capa mas interna de las paredes de este organo, el epitelio
transicional, y se esparce a lo largo de las demas paredes de la vejiga; asi, el
carcinoma de ceélulas transicionales es el tipo de cancer de vejiga mas comun con
96% de incidencia respecto a otros tipos de cancer de vejiga como el carcinoma
de células escamosas, adenocarcinomas y carcinomas de células pequenas

(What is bladder cancer?, 2016).

En el ambito internacional, el cancer de vejiga ocupa el noveno lugar de
incidencia con 330,000 casos en el afio 2000, representando el 4% de casos de
cancer en el mundo. En México, el cancer de vejiga representd el 2.05% del total
nacional en 2004, y se increment6 a 2.11% en 2006. Ademas, represento el 1.5%
de defunciones por tumores en 2008 (SINAIS/SINAVE/DGE/SALUD/Perfil

epidemioldgico de los tumores malignos en México, 2011).

Justificacion.

Se ha descrito que el uso de antioxidantes activadores del factor de transcripcion
Nrf2, tales como el sulforafano, presentan un efecto proapoptoético en lineas
celulares de cancer mediante la activacion de la biogénesis mitocondrial, por lo

que el NDGA, una molécula de naturaleza y comportamiento similar al sulforafano,

12



podria presentar este efecto proapoptético en células tumorales y podria reforzar

el conocimiento etnofarmacoldgico de este compuesto.

Hipotesis.

Si el NDGA disminuye la viabilidad de células tumorales, este efecto estara

relacionado con la regulacion de la biogénesis mitocondrial.

Objetivos.

Objetivo general. Determinar si el efecto apoptatico en células tumorales, ejercido
por el NDGA, esta relacionado a cambios en la regulacién de la biogénesis

mitocondrial.

Objetivos particulares.

1. Determinar la viabilidad de células de cancer de epitelio de vejiga posterior
al estimulo de NDGA.

2. Determinar el estado de las mitocondrias de las células cancerosas tras el
estimulo de NDGA mediante la evaluacién de la produccion de EROs, el
potencial de membrana mitocondrial y la densidad mitocondrial.

3. Determinar la expresion de los siguientes factores asociados a la
biogénesis mitocondrial en las células tumorales: Sirt1, el coactivador-1a
del receptor activado por proliferacion de peroxisomas (PGC-1), NRF-1,
Tfam-A; asi como los marcadores de dinamica mitocondrial mitofusina 1
(Mfn1) para fusion mitocondrial, y la proteina relacionada con la dinamina 1

(Drp1) para fision mitocondrial.
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Método.

Materiales y reactivos. Para este trabajo se utilizaron: medio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), suero fetal bovino (SFB), penicilina/estreptomicina y TripLE

Express de la marca Gibco (Waltham, MA, EUA).

De la marca JT Baker (Center Valley, PA, EUA) se utilizd: cloruro de sodio
(NaCl), cloruro de potasio (KCI), fosfato de sodio monobasico (Na,HPO,), fosfato
de potasio dibasico (KH,POQO,), cloruro de calcio (CaCl,), carbonato de sodio

(NaHCO:3), glicerol y cloruro de magnesio (MgCly).

De Sigma (San Luis, MO, EUA) se utilizaron glucosa, acido 2-[4-(2-
hydroxyetil)piperazin-1-ilJetanosulfonico (HEPES), 2-Amino-2-hidroximetil-propano-
1,3-diol (Tris), Ditiotreitol (DTT), NDGA de Larrea divaricata, dimetil sulféxido
(DMSO), dihidroetidio (DHE), Tween, acido 2,2'.2".2"-(etano-1,2-dildinitrilo)tetra
acético (EDTA) sulfato-duodecilo de sodio (SDS), nonil fenoxipolietoxiletanol (NP-

40), desoxicolato de sodio y acido clorhidrico (HCI).

De la marca ThermoScientific (Waltham, MA, EUA) se utiliz6: 3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il)-2, 5 difeniltetrazolio (MTT), diacetato de fluoresceina (FDA) vy

yoduro de tetraetilbenzimidazolilcarbonina (JC-1).

El kit Alexa Fluor 488 con anexina V y yoduro de propidio de la marca

Roche (Penzberg, Ale).

La sonda MitoTracker Green FM de la marca Cell signaling (Danvers, MA,

EUA).
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El reactivo de Bradford de la marca Bio-rad (Hercules, CA, EUA).

El sustrato quimioluminiscente para peroxidasa de rabano (HRP) y las
membranas de polivinilo de la marca EMD Millipore Immobilon (Billerica, MA,

EUA).

Las membranas de nitrocelulosa fueron de la marca GE Healthcare (Little

Chalfont, Reino Unido).

De la marca Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EUA) los anticuerpos

primarios para NRF-1, PGC-1, Tfam-A, Sirt1, Mfn1, Drp1 y tubulina.

Los anticuerpos secundarios conjugados con HRP para raton (SAB 100),

conejo (SAB 300) y cabra (SAB 400) de la marca Enzo (Farmingdale, NY, EUA).

Los anticuerpos fluorescentes IRDye 800CW e IRDye 680RD para ratén,

conejo y cabra de la marca Li-Cor (Lincoln, NE, EUA).

Cultivo celular. Para este estudio se emple¢ la linea celular de cancer de epitelio
de vejiga T24 (ATCC HTB4), las células se cultivaron en cajas Petri de 100 mm
con medio de cultivo DMEM suplementado con SFB al 10% y penicilina/ampicilina
al 1%. Cuando las células alcanzaron del 80% al 90% de confluencia, el medio de
cultivo fue retirado, las células se enjuagaron con amortiguador de fosfatos (PBS,
NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO,4 10 mM, KH,PO4 1.8 mM, CaCl, 1 mM, MgCl,
0.5 mM) 1X. Las células se despegaron con TripLE Express y se realizé6 una
dilucidn 1:2 para obtener dos cajas Petri nuevas. Previo a cada ensayo, las células

se despegaron y resembraron en placas de 6, 12, 6 24 pozos; se dejaron crecer
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las células 24 horas, posteriormente se les cambio el medio de cultivo por medio
de ayuno (DMEM suplementado con SFB al 1% y penicilina/ampicilina al 1%), las
células se incubaron durante 12 horas previo al estimulo. Para ensayos de mas de

24 horas de estimulacion, el medio de cultivo se cambid cada 24 horas.

Preparacion del NDGA. Se prepararon alicuotas de NDGA 1 mM diluido en agua

y DMSO al 0.05%; cada alicuota se filtré previo a cada ensayo.

Viabilidad celular. Para medir la viabilidad celular, las células se sembraron en
placas de 24 pozos que fueron tratados con 10-150 uM de NDGA durante 72
horas, cambiando el medio de ayuno y adicionando nuevo NDGA cada 24 horas.
Concluido el tiempo de exposicion se evalud la viabilidad celular a partir de los

ensayos de reduccion de bromuro de MTT y de fluorescencia de FDA.

Reduccién de MTT. Basado en la reduccion del MTT a sales de formazan debido
a la accidén de deshidrogenasas celulares. Posterior al tiempo de estimulo con
NDGA, se enjuagoé cada pozo de la placa con PBS 1X y se les adicion6 300 ul de
medio de ayuno y 40 pyl de MTT 5 mg/ml y se incubd la placa durante dos horas.
Posterior al tiempo de incubacion se desechd el medio y los cristales morados de
formazan precipitados fueron disueltos con 500 ul de HCI 0.1 N en isopropanol, se

determind la absorbancia de las muestras a 570 nm.

Fluorescencia de FDA. Para corroborar el efecto de NDGA en la viabilidad
celular, se realizaron ensayos basados en la hidrolisis del FDA por parte de las
esterasas de las células vivas (Zbigniew et al., 1994). Después del tiempo de

estimulacion, el medio de cultivo se desechd y se adicion6 FDA 0.01 mg/ml
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preparado con amortiguador Ringer (NaCl 2.36 mM, CaCl, 0.153 mM, KCI 0.235
mM, NaHCO3; 0.54 mM, KH,PO4 0.06 mM, glucosa 0.5 mM, HEPES 0.26 g/ml). Se
incubd la placa durante cinco minutos a 37°C, después se midi6 la fluorescencia a

488/530nm.

Determinaciéon de apoptosis y muerte celular. Se evalu6 el efecto del NDGA
sobre la induccidon de apoptosis, para esto las células se sembraron en placas de
doce pozos y se incubaron con 10 yM 6 20 yM de NDGA durante 24, 48 o 72
horas, cambiando el medio de cultivo y el NDGA cada 24 horas. Los ensayos de
apoptosis se realizaron con la Doctora Rebeca Lopez Marure en la seccion de
Biologia Celular en el Departamento de Fisiologia del edificio de investigacion del

Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez’.

Concluido el tiempo de tratamiento las células se enjuagaron con solucion
salina y se despegaron con TripLE Express, las células se pasaron a tubos
Eppendorf y se centrifugaron cinco minutos a 1,300 g, se deseché el sobrenadante
y el botdn se resuspendio en 50 pl del kit Alexa Fluor 488 que contiene anexina V.
La anexina V se une a los residuos de fosfatidilserina en la cara externa de la
membrana celular de células en proceso de apoptosis, y yoduro de propidio, que
se intercala en las bases nitrogenadas de células cuya envoltura nuclear se
encuentra dafianda; se incubaron las muestras durante 15 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd nuevamente durante cinco minutos a 1,300 g, se
desecho el sobrenadante y el boton se resuspendié en 400 pl de solucion salina,
se determind la fluorescencia de la anexina V a 488/499 nm y del yoduro de

propidio 535/617 nm mediante citometria de flujo.
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Potencial de membrana mitocondrial. Se evalu6 el efecto del NDGA sobre el
potencial de membrana mitocondrial con base al uso de la sonda JC-1, la cual se
introduce en la célula y cuando la membrana mitocondrial se encuentra en
condiciones normales entra a la mitocondria donde forma agregados que
fluorescen de color naranja, mientras que cuando la membrana mitocondrial se
encuentra despolarizada la sonda permanece en el citoplasma en forma de
monomeros Y fluoresce de color verde. Las células se resembraron en placas de
24 pozos y se incubaron con 10 y 20 yM de NDGA durante 2, 4, 6, 8, 10, 24, 48 y
72 horas. Después del tiempo de tratamiento se desecho el medio de cultivo y se
adicion6 medio de ayuno nuevo con 4 ul/ml de la sonda JC-1 5 mg/ml. Se
incubaron las muestras durante 20 minutos a 37°C, después se enjuagaron las
células con PBS 1X, se despegaron las células con TripLE Express y se pasaron a
placas negras en las que se determinoé la fluorescencia de las muestras 485/528
nm y 485/590 nm. Posteriormente se realizé el cociente de fluorescencia 590/528

para determinar el estado del potencial de membrana mitocondrial.

Produccién de EROs. Para evaluar el daino celular efectuado por el NDGA, se
determind la capacidad de produccion de EROs basado en la fluorescencia del
DHE que se intercala entre las bases nitrogenadas de la célula y cuando se oxida
fluoresce de color rojo. Las células se resembraron en placas de 24 pozos y
fueron tratadas con 10 y 20 uM de NDGA durante 2, 4, 6, 8, 10, 24, 48 y 72 horas,
posterior al tiempo de tratamiento se desecho el medio de cultivo y se les adiciono
medio de ayuno nuevo con 1pl/ml de DHE 5 mM. Se incubaron las muestras

durante 20 minutos a 37°C, después de la incubacion las muestras se enjuagaron
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con PBS 1X y se obtuvieron imagenes mediante microscopia de epifluorescencia,
las imagenes fueron analizadas con el programa NIS Elements con el que se

determin® la intensidad de la fluorescencia por campo.

Densidad mitocondrial. Para determinar si el NDGA tiene un efecto en el numero
de mitocondrias de la célula se midi6 la densidad mitocondrial con la sonda
MitoTracker Green, la cual se introduce a las mitocondrias. Las células se
resembraron en placas de 12 pozos para la medicién con citometro de flujo, y se
incubaron con 10 Y 20 uM de NDGA durante 2, 4, 6, 8, 24, 48 y 72 horas.
Concluido el tiempo de tratamiento con NDGA, las células se despegaron y
recolectaron tubos Eppendorf, se centrifugaron las muestras a 1,300 g durante
cinco minutos, se desecharon los sobrenadantes y los botones se resuspendieron
con 100 pl de PBS 1X con MitoTracker Green FM 400 nM, las muestras se
incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente, posteriormente las células
se centrifugaron a 1,300 g durante cinco minutos, los sobrenadantes se
desecharon y las células se resuspendieron en 500 pl de PBS 1X, las muestras se

leyeron en el citometro de flujo midiendo la fluorescencia a 490 nm/516 nm.

Expresion de factores relacionados con la biogénesis y dinamica
mitocondrial. Recolecciéon de extractos celulares. Para evaluar el efecto del
NDGA en la expresion de factores relacionados con la biogénesis mitocondrial se
cultivaron células T24 en cajas Petri de 100 mm y se administraron con 10 yM de
NDGA durante 2, 4, 6 y 8 horas. Terminado el tratamiento, las células se
enjuagaron con PBS 1x frio adicionado con 1 pl de inhibidor de fosfatasas por

tratamiento, posteriormente se adicioné amortiguador RIPA (Tris 50 mM, NP-40
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1%, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%, NaCl 150 mM, EDTA 2mM) 1x con
inhibidor de proteasas para obtener un volumen final de 1 ml por tratamiento. Las
células se despegaron de la caja mecanicamente con un raspador, el material
colectado se almacend en tubos eppendorf y se incubd en agitacion una noche a
4°C; después del tiempo de incubacién los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm
durante 15 minutos, se colectd el sobrenadante que contiene los extractos de las

células.

Cuantificacion de proteinas. Se realiz6é por el método de Bradford. En placas de
96 pozos se realizé una dilucion 2:160 de los extractos celulares en un volumen
final de 160 pl, posteriormente se adicionaron 40 ul de reactivo de Bradford y se
incub6 a temperatura ambiente durante cinco minutos. Se determind la

absorbancia de las muestras a 595 nm.

Western blot. Se cargaron 10 ug de proteinas de los extractos celulares en geles
de poliacrilamida al 7.5% con SDS, utilizando 1 pl de amortiguador Laemmli (Tris
375 mM, SDS 9%, glicerol 50%, azul de bromofenol 0.03%) 6x por cada 10 pul de
muestra como agente desnaturalizante. Se hicieron migrar las proteinas en el gel
durante una hora y media con una corriente de 100 volts. Posterior a la
electroforesis se realizd la transferencia a membranas de polivinilo o de
nitrocelulosa durante una hora y media con una corriente de 100 volts. Las
membranas se bloquearon durante 30 minutos con una solucién de 0.05 g/ml de
leche en polvo comercial en buffer TBST (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Tris 19 mM,
Tween 0.1%) 1x, posteriormente las membranas se enjuagaron con TBST 1x y se

incubaron con los anticuerpos primarios toda la noche a 4°C en agitacion.
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Después, las membranas se enjuagaron con TBST 1x cada diez minutos durante
treinta minutos y se adiciond el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
de rabano correspondiente; las membranas se incubaron durante dos horas con el
anticuerpo secundario y se volvieron a enjuagar con TBST 1x. Las membranas se
incubaron con luminol y se revelaron en peliculas fotosensibles. También se
utilizaron anticuerpos secundarios fluorescentes en membranas de nitrocelulosa

las cuales se revelaron con el fotodocumentador Odissey Sa a 700 y 800 nm.

Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media + error estandar de cada grupo
estudiado. Se realizé la prueba de homogeneidad de varianzas para determinar la
realizacion de pruebas paramétricas o no paramétricas. Los grupos se
compararon con ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey para definir los
grupos significativamente diferentes. Los grupos que fueron diferentes con una

p>0.05 se consideraron significativamente diferentes.

Resultados.

Viabilidad celular. Para determinar si el NDGA es antitumoral, se inici¢ evaluando
su efecto en la viabilidad celular de la linea T24 de cancer de vejiga. Se encontrd
que el NDGA redujo significativamente la viabilidad de las células T24 después de
72 horas de tratamiento respecto al control, a partir de 10 yM, en donde el
porcentaje de disminucion es de 22.8% con los ensayos de reduccién de MTT. De
manera similar, con los ensayos de FDA se encontré que el NDGA disminuy?d la

viabilidad celular en la linea T24 después de 72 horas, sbélo que esta vez la
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reduccion de viabilidad fue significativa a partir de 5 yM, en donde la disminucion
del porcentaje de viabilidad fue del 33.05% respecto al control (Figura 2). A partir

de estos resultados se decidi6 trabajar con 10 y 20 uM.
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Figura 2. El NDGA disminuyé la viabilidad celular de la linea T24. Viabilidad
celular de la linea T24, se observa que la reduccion de la viabilidad fue
significativa a partir de 10 yM con el ensayo de reduccion de MTT y a partir de 5
MM con el ensayo de FDA (*p<0.05 respecto al control ANOVA de una via seguido
de prueba de Tukey, n=9).

Apoptosis. Para confirmar los resultados de viabilidad celular y aproximar el tipo
de dano que el NDGA induce en células tumorales, se evalud la apoptosis en la
linea T24. Aqui, el NDGA indujo un aumento en el porcentaje de poblacién celular
que presenté marcas de apoptosis temprana y tardia ademas de una disminucion
en el porcentaje de células vivas (Figura 3A). La disminucién de células vivas fue
significativa en los grupos tratados con 10 uM de NDGA por 72 horas, asi como 20
MM de NDGA por 48 y 72 horas; estos resultados correlacionan con los ensayos
de viabilidad celular (Figura 3B). Por otra parte, las células en apoptosis temprana
presentaron un aumento significativo en los grupos tratados con 10 uM y 20 uM de

NDGA a las 72 horas (Figura 3C) y las células en apoptosis tardia presentaron un
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aumento significativo en los grupos tratados con 20 yM de NDGA después de 48 y

72 horas (Figura 3D).
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Figura 3. El NDGA indujo apoptosis en la linea T24. A, comparacion de toda la
poblacion celular y sus subpoblaciones obtenidas con la medicion de apoptosis. B,
porcentaje de poblacion de células vivas tras los tratamientos de NDGA, se
observd una disminucién tiempo dependiente significativa después de 72 horas
con 10 yM de NDGA y después de 48 y 72 horas con 20 uM de NDGA. C,
porcentaje de poblacion de células en apoptosis temprana, se observd un
aumento en el porcentaje de células con esta caracteristica en los grupos tratados
con 10 yM y 20 uM de NDGA después de 72 horas. D, porcentaje de células en
apoptosis tardia, se observd un aumento en el numero de células con esta
caracteristica significativo en los grupos tratados con 20 yM de NDGA después de
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48 y 72 horas (* p<0.05 respecto al control, ANOVA de una via seguido de prueba
de Tukey, n=12).

Potencial de membrana mitocondrial. Tomando en cuenta la reduccion de la
viabilidad celular, se decidioé evaluar el efecto del NDGA en otros parametros que
indicaran dafo celular en periodos de tiempo mas cortos, para ello se determiné el
potencial de membrana mitocondrial. Se encontré que 20 yM de NDGA disminuyo
el potencial de membrana mitocondrial. La disminucion del potencial de membrana
mitocondrial se observo desde la primera hasta la sexta hora de tratamiento con
NDGA. Adicionalmente, se observo una recuperacion del potencial de membrana
mitocondrial a partir de las ocho horas. Por otra parte, se observd que después de
24 horas con NDGA los pozos no tenian la misma cantidad de células que tenian

los pozos del grupo control (Figura 4, Figura 5).
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Control 40X H20240X

NDGA 20 uM 1 h 40X NDGA 20 uM 3 h 40X

NDGA 20 uM 6 h 40X NDGA 20 uM 8 h 40X
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NDGA 20 uM 12 h 40X NDGA 20 uM 24 h 40X

NDGA 20 uM 48h 40X NDGA 20 uM 72h 40X

Figura 4. Fotografias del ensayo de potencial de membrana mitocondrial tomadas
en el microscopio.
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Figura 5. El NDGA promovié la disminucion del potencial de membrana
mitocondrial. Cocientes de fluorescencia naranja/verde del JC-1 en células T24
tratadas con 20 yM de NDGA. Se observaron disminuciones en este cociente
desde la primera hasta la sexta hora de tratamiento, posteriormente el cociente se
recupera indicando una recuperacion en el potencial de membrana mitocondrial a
partir de las ocho horas de tratamiento (*p<0.05 respecto al control, ANOVA de
una via seguido de prueba de Tukey, n=9).

Produccion de EROs. Continuando con la determinacion de estrés celular
inducido por el NDGA, se midi6 la produccién de EROs. Se demostré un aumento
observable en la intensidad de la fluorescencia de los pozos de los grupos
tratados con NDGA con las fotografias obtenidas (Figura 6); ademas, el analisis de
imagenes revel6é que 10 yM de NDGA aumento los niveles de ERO a partir de las
tres horas de tratamiento y los niveles altos de especies reactivas de oxigeno se

mantuvieron a tiempos largos (Figura 7).
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Control 40X NDGA 10 uM 24 h 40X

NDGA 10 uM 48 h 40X NDGA 10 uM 72 h 40X

NDGA 20 uM 24 h 40X NDGA 20 uM 48 h 40X
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NDGA 20 uM 72 h 40X

Figura 6. Imagenes obtenidas para el analisis de produccién de especies
reactivas de oxigeno. Se observa que la fluorescencia roja se intensifica a partir
de 24 horas de tratamiento con 10 uM o0 20 uM de NDGA respecto al control.
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Figura 7. El NDGA indujo el aumento en la producciéon de EROs. Produccién
de especies reactivas de oxigeno a partir de la fluorescencia del dihidroetidio, se
observd un aumento en la producciéon de EROs en todos los grupos con
tratamiento de NDGA, este aumento fue significativo para el grupo con 10 uM de
NDGA a 48 horas (*p<0.05 respecto al control, ANOVA de una via seguido de
prueba de Tukey. n=6).

Densidad mitocondrial. Para determinar el papel del NDGA en la biogénesis

mitocondrial, se inici® midiendo la densidad mitocondrial de las células T24. Se
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demostré que la densidad mitocondrial en las células T24 disminuyo
significativamente a partir de las dos horas de tratamiento con 10 yM de NDGA,
asimismo, la densidad mitocondrial disminuyo significativamente a partir de las 24

horas con 20 yM de NDGA (Figura 8).
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Figura 8. El NDGA disminuyé la masa mitocondrial de las células T24. Se
observo que la fluorescencia emitida por la sonda MitoTracker Green disminuy6 de
manera significativa con 10 yM y 20 uM de NDGA (*p<0.05 respecto al control.
ANOVA de una via seguido de prueba de Tukey n=9).

Western blot. Finalmente, se determiné el efecto del NDGA en la expresion de
factores relacionados con la biogénesis mitocondrial mediante western blot. El
tratamiento con 20 pM de NDGA disminuyd los niveles de los factores

involucrados en la biogénesis mitocondrial, PGC-1, NRF-1 y Tfam-A, a partir de
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las dos horas, y Sirt1 disminuy6 significativamente tras dos, seis y 72 horas de
incubacion. Por otra parte, Mfn1 y Drp1 variaron a lo largo del tiempo de este
trabajo, sugiriendo desbalances en los procesos de fusion y fisidn mitocondrial

(Figura 9).
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Figura 9. El NDGA indujo la disminucién de los marcadores de biogénesis
mitocondrial y el aumento de marcadores de fision mitocondrial. A) Imagenes
representativas de los western blots. B) Se muestra el analisis de densitometria de
los western blot para Sirt1, PGC-1, NRF-1, Tfam-A, Mfn1 y Drp1 en las células
T24 incubadas con 20 uM de NDGA. Se encontré que los niveles de proteina de
PCG-1, de NRF-1 y Tfam-A disminuyeron a partir de las 2 horas de tratamiento, la
disminucién de Sirt1 también se observé aunque no de manera tiempo-
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dependiente. Se observd una tendencia a la disminucion de Mfn1 y un aumento de
Drp1 (*p<0.05 respecto al control. ANOVA de una via seguido de prueba de
Tukey. n=4)

Discusion.

En este trabajo se demostré6 que el NDGA es toxico en células tumorales de
vejiga. Tanto los ensayos de reduccion de MTT y FDA asi como la medicion de
apoptosis indican que el NDGA disminuyd la viabilidad significativamente después
de 72 horas de tratamiento a partir de una concentracién de 10 uM (Figuras 2, 3,
4). Estos resultados correlacionan con el efecto descrito del NDGA sobre otras
lineas celulares como la SKBR3 de cancer de mama en donde la viabilidad celular
de esta linea disminuyé aproximadamente 50% después de 72 horas de
tratamiento con NDGA 25 uM (Rowe et al., 2008), y las lineas de adenocarcinoma
TA3 y TA3-MTX-R en donde la ICsy, tras 48 horas de tratamiento, fue de

11.1£1.8uM y 17.1+£1.9 pM, respectivamente (Plaza et al., 2009).

Se encontré una disminucion en el potencial de membrana mitocondrial
entre la primera y la sexta hora de tratamiento con NDGA (Figura 7). Estos
resultados sugieren que uno de los blancos celulares del NDGA para la
disminucion de la viabilidad celular es la mitocondria. Existen informes en donde el
NDGA es capaz de afectar al potencial de membrana mitocondrial a partir de las 4
horas de tratamiento en células hematopoyéticas de raton (Biswal et al., 2000) y
en células de cancer colorrectal (Hausott et al., 2003). Estos informes también
describen que el NDGA es capaz de inducir apoptosis via mitocondrial mediante el

aumento de los niveles de EROs y la inhibicidén de la proteina antiapoptética bcly;
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lo cual también concuerda con los resultados aqui descritos acerca de la induccion

de la apoptosis y la produccion de EROs (Figura 3 y 5).

Asimismo, se demostré que el NDGA es capaz de disminuir la densidad
mitocondrial de las ceélulas T24, la disminucion de la densidad mitocondrial se
encuentra directamente ligada con la biogénesis mitocondrial, por lo que se evalué
la expresion de factores ligados con este proceso, los ensayos demostraron que la
incubacion con 20uM de NDGA disminuy6 los niveles de proteina de PGC-1, de
NRF-1y de Tfam-A a partir de las dos horas, esta disminucion se mantuvo durante
todos los tiempos de este trabajo excepto a 48 horas. Ademas, se observé la
disminucién de Sirt1, la cual promueve la actividad transcripcional de PGC-1
(Villena, 2015). La disminucién en los niveles de proteina de estos factores,
indican que la biogénesis mitocondrial se bloquea y esto se refleja en la

disminucion de la densidad mitocondrial.

Finalmente, se evaluaron los niveles de proteina de Mfn1, indicador de
fusion mitocondrial, y de Drp1, indicador de fragmentacién mitocondrial. En el caso
de Mfn1 se observé la disminucion de los niveles de proteina de dos a seis y tras
72 horas de incubacion, mientras que los niveles de proteina aumentaron tras dos,
seis, ocho y 48 horas de incubacion. Estos resultados sugieren un desbalance en

la dinamica mitocondrial.

En conjunto los resultados presentados demostraron que el NDGA induce
un dano oxidativo que promueve dafo mitocondrial, asi como afectaciones a la

cascada de senalizacion de la biogénesis mitocondrial, promoviendo la
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disminucion de la masa mitocondrial a partir de las dos horas de incubacién, lo
cual, tras 72 hora de incubacion promovié el aumento de células apoptdticas y la

disminucion de la viabilidad celular.

Conclusiones.

El NDGA incrementé la produccion de EROs y la desestabilizacion del potencial
de membrana mitocondrial a tiempos cortos; y atenud la expresién de factores
como Sirt1, PGC-1, NRF-1 y Tfam-A, lo cual se refleja en la reduccion de la
densidad mitocondrial. El estrés celular, el bloqueo de la biogénesis mitocondrial y
la fragmentacién de la red mitocondrial a lo largo de 72 horas promovieron la

disminucion de la viabilidad celular y la induccion de apoptosis en la linea T24.

El efecto de la disminuciéon de PGC-1 y de la biogénesis mitocondrial en la
muerte de células tumorales demostrado aqui, corrobora la importancia de esta
via en la supervivencia de lineas tumorales ya reportadas. Por otra parte, la
toxicidad en células tumorales de vejiga demostrada en este trabajo provee la
base para realizar un modelo in vivo y demostrar el efecto del NDGA como posible

agente quimioterapéutico para estas enfermedades.
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Figura 10. Esquema general del efecto del NDGA en la biogénesis
mitocondrial de las células T24. A tiempos cortos el NDGA promovio el aumento
en la produccion de especies reactivas de oxigeno, la disminucién del potencial de
membrana mitocondrial, asi como la disminucién de la densidad mitocondrial
mediada por la disminucion de la expresion de factores de biogénesis
mitocondrial. El estrés celular se mantuvo a lo largo del tiempo lo que provoco la
induccién de apoptosis de las células T24.
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