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Abstract

The lipophilic o-naphthoquinone CG 10-248 (CG), an inhibitor of tumor cells
growth, trypanosomatid growth and viral activity constitutes with reduced pyridine
nucleotides (NAD(P)H), and the flavoenzyme DT-diaphorase from rat liver cytosol, a
redox system whose action generates “reactive oxygen species”, namely, superoxid and
hydrogen peroxide. The quinone redox cycle includes (1) the quinone reduction by
NAD(P)H, a two-electron transfer reaction catalysed by DT-diaphorase, that leads to
hydroquinone production; (2) the hydroquinone oxidation by molecular oxygen, a one
electron transfer reaction producing the semiquinone and superoxide; (3) a likely
oxidation of the semiquinone by oxygen that produces superoxide and quinone; (4)
hydrogen peroxide production by semiquinone oxidation by superoxide, (5) hydrogen
peroxide production by superoxide dismutation; (6) semiquinone production by
hydroquinone oxidation by the quinone. Catalase, which is present in liver cytosol,
decomposed the hydrogen peroxide produced by the CGcycle operation. Dicumarol
prevented the redox cycle operation by selective inhibition of DT-diaphorase. The role of
CG redox cycle as a mechanism of quinones cytotoxicity is discussed.

Resumen

La o-naftoquinona lipofilica CG 10-248 (CG), inhibe el crecimiento de
células tumorales, de tripanosomatideos y la actividad viral. Constituye un sistema
redox con nucledtidos de piridina reducidos (NAD(P)H) y la DTdiaforasa del citosol
hepatico, cuya operacion genera superoxido y peroxido de hidrogeno. Ese ciclo redox
implica (1) la reduccion de CG a hidroquinona por transferencia de dos electrones,
catalizada por la DT-diaforasa; (2) la oxidacion de la hidroquinona por el oxigeno
por transferencia de un electron, con formacion de la semiquinona y superoxido; (3)
la oxidacion similar de la semiquinona por el oxigeno, con produccion de superoxido
y regeneracion de la quinona; (4) la produccion de peroxido de hidrogeno por
oxidacion de la semiquinona por superoxido; (5) la produccion de peroxido de
hidrogeno por dismutacion del superoxido catalizada por la superoxido disnutasa;
(6) la produccion de semiquinona por oxidacion de la hidroquinona por la quinona.
La catalasa del citosol, descompone el peroxido de hidrogeno formado por las
reacciones mencionadas. El dicumarol inhibe la operacion del ciclo redox por accion
selectiva sobre la DT-diaforasa. Se discute la funcion del ciclo redox como
mecanismo de la citotoxicidad de CG y moléculas similares.
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Introduccion

La o-naftoquinona B-lapachona se caracteriza por su capacidad para inhibir el
crecimiento de células tumorales, de bacterias y de tripanosomatideos [1-3]. La [-
lapachona es activa en sarcomas, carcinomas, melanomas, hepatomas, linfomas y
gliomas, entre otros tumores [4-6]. La sintesis de nuevas o-naftoquinonas ha permitido
obtener moléculas con diferentes grupos atémicos en el carbono 2 del anillo pirano [7].
Entre esas moléculas, la CG 10-248, resulté muy activa en ratones infectados con el virus
de la leucemia de Rauscher o in vitro, sobre la DNA polimerasa-RNA dependiente del
mismo virus [7]. Efectos similares se observaron con el virus de la mieloblastosis. Por
otra parte, CG inhibe in vitro el crecimiento de tripanosomatideos como Crithidia
fasciculata, Leptomonas seymouri'y Trypanosoma cruzi [8,9].

La gran mayoria de las investigaciones sobre la accidon citotoxica de las o-
naftoquinonas lipofilicas se ha realizado con células tumorales [4-6]. Los efectos de CG
in vivo, se obtuvieron con dosis relativamente altas (hasta 125 mg/kg/dia) [7].
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Figura 1: Estructura de la o-naftoquinona (CG 10-248).

Dada la actividad de CG como productora de ROS [10-12] las dosis mencionadas
podrian implicar “efectos no deseados” de CG y moléculas similares. El presente estudio
se ha realizado con el objeto de evidenciar la produccion de ROS por CG en células
normales, antecedente fundamental para cualquier aplicacion terapéutica de CG. En los
hepatocitos de rata, el citosol contiene DT-diaforasa, una flavoenzima [13], que reduce a
las naftoquinonas por transferencia de dos electrones del NAD(P)H [14-16]. Se
diferencia de otras flavoenzimas que transfieren un solo electron al sustrato quinona [17-
19]. La DT-diaforasa puede tener accion antioxidante, pro-oxidante, anticarcinogénica y
antimutagénica, segun las condiciones experimentales [20-28]. Es inhibida
especificamente por el dicumarol [13, 15, 16].

Las observaciones que se describen en este trabajo muestran que (a) CG es
sustrato de la DT-diaforasa hepatica, que con NADPH como dador de electrones reduce
la quinona a hidroquinona; (b) en presencia de oxigeno molecular, la hidroquinona se
oxida formando semiquinona y superoxido. Se postula una cadena redox caracterizada
por fases de iniciacidon, propagacion y terminacion; (c) la SOD del citosol reacciona con
el superoxido resultante del ciclo redox catalizado por la DT-diaforasa formando
perdxido de hidrégeno, oxigeno molecular y (d) la catalasa del citosol descompone al
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peroxido de hidrégeno asi formado, con produccion de oxigeno. Se evalta la funcion de
cada una de esas reacciones ante posibles efectos toxicos de CG.

Parte experimental

Preparacion de citosol hepatico. Se utilizaron ratas Wistar (230-250 g de peso),
alimentadas con una dieta de composicion similar al alimento Purina. El contenido en
proteina de la dieta fue de 23% e incluia amino 4cidos esenciales. Las ratas fueron
sometidas a un ayuno de 24 horas antes de ser sacrificadas. Los higados se
homogeneizaron con Tris-KCI (Tris-HC1 50 mM, pH 7.4, KCI 150 mM) en proporcion
de 4 o 7 ml por g de tejido hepatico, lo que determind distintas concentraciones de
proteina y DT-diaforasa en el citosol. Los homogenados se centrifugaron a 2500 rpm
durante 10 minutos, para eliminar ntcleos y fragmentos celulares, y los sobrenadantes
resultantes se centrifugaron a 11000 g durante 15 minutos, para eliminar mitocondrias.
Finalmente, los sobrenadantes se centrifugaron a 105000 g durante 60 minutos para
obtener citosol, una fraccion libre de microsomas, peroxisomas Yy reticulo
endoplasmatico, que contenia proteina y DT-diaforasa como se indica en Tabla 1. El
citosol se conservo a -60°C.

Reactivos. CG se obtuvo de Ciba-Geigy (Novartis), Basilea. Su analisis por HPLC dio
una pureza de 98%. El espectro de absorcion tenia un maximo a 548 nm con ¢ = 1.3
mM.cm™. CG se disolvio en DMFA vy alicuotas de esa solucion se utilizaron como se
indica en Resultados. En todos los experimentos las muestras testigo recibieron el
volumen correspondiente de DMFA. NADPH, NADH, dicumarol, PO,HK,, POsH;K,
DMFA, citocromo c¢ acetilado, SOD y catalasa se obtuvieron de Sigma Chemical
Company. Otros reactivos fueron los mismos usados en experimentos anteriores [8-12] y
eran de pureza analitica. El argdn se obtuvo de AGA, Gases Especiales, Argentina.
Espectrofotometria. CG y NAD(P)H se midieron con un espectrofotometro Aminco
DW UV/VIS 2 A, a 30°C. Otras medidas se realizaron con un espectrofotometro Perkin
Elmer Modelo 550 a 30°C. La absorbancia de soluciones conteniendo NADPH y CG
resulto de la suma de las absorbancias de todas las moléculas presentes, incluyendo
moléculas ajenas a las reacciones en estudio, por ejemplo, proteinas no especificas. La
medicién de la concentracion de las moléculas activas exigio la amplificacion de las
sefales y como consecuencia de ello la absorbancia aparente de la mezcla de reaccion
excedio los limites de la escala correspondiente del espectrofotdmetro. Para resolver esta
dificultad se compens6 parcialmente la absorbancia de la mezcla de reaccion. Esto
impidi6 representar la totalidad de la absorbancia que se representé por una ordenada
parcial.

Polarografia. El consumo de oxigeno por los sistemas NADPH/CG/citosol se midié con
un Oxigrafo Gilson modelo 5/6 provisto de un electrodo de Clark. La mezcla de reaccion
contenia fosfato de potasio 0.1 M y el pH 7.4 (concentracion final en la mezcla de
reaccion). El citosol, CG, NADPH y dicumarol se agregaron como se indica en
Resultados; el volumen total en la celda fue 1.8 ml y la temperatura 30°C.

Actividades enzimaticas. La actividad DT-diaforasa se midi6 a 30°C con el sistema
NADPH/menadiona [29], utilizando una mezcla de reaccién que contenia 20 o 100 pl de
citosol, NADPH 100 uM, menadiona 100 uM y fosfato de potasio, 0.1 M, pH 7.4
(concentracion final en la mezcla de reaccion); volumen total de 3.0 ml. La reaccion se
inici6 con la adicion de citosol. La actividad DT-diaforasa se calculéd por la medida de la
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velocidad de oxidacion del NADPH a 30°C, utilizando ¢ = 6.22 mM™.cm™. Una unidad
de actividad enzimatica (U) representa la oxidacion de 1 pmol de NADPH/min. La
actividad de la catalasa se midi6 a 30°C por espectrofotometria a 240 nm [30]. La mezcla
de reaccion contenia 10, 20 o 40 ul de citosol, H;O, 10 mM y fosfato de potasio 0.1 M,
pH 7.4 (concentracion final en la mezcla de reaccion) y volumen total 3.0 ml. La
actividad catalitica se calculd por el consumo de H,0,, utilizando, € = 0.04 mM.em™.
La SOD se midié a 30°C por su accion inhibidora sobre la produccion del superoxido
formado por la reaccion del adrenocromo [31]. La mezcla de reaccién contenia 2, 5 6 10
ul de citosol, L-epinefrina 1.0 mM, EDTA 1.0 mM, glicina-Na 50 mM, pH 10.4
(concentracion final en la mezcla de reaccion) y volumen total 3.0 ml. La actividad SOD
se calculd por comparacion con la actividad de un patrén de SOD Sigma Chemical
Company (50000 U/ml).

Superoxido. Se midio a 30°C por la produccion de adrenocromos utilizando la mezcla de
reaccion descripta [31] y también, por reduccion del citocromo ¢ acetilado [32]. Con este
ultimo método, la mezcla de reaccion contenia: NADPH 300 6 100 uM, acetil-citocromo
c 15 6 30 uM, fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.4 (concentracion final en la mezcla de
reaccion) y 20 6 60 ul de citosol; volumen total, 3.0 ml. La reduccion del citocromo ¢
acetilado se midid a 30°C por espectrofotometria diferencial a 550-540 nm utilizando &=
19.1 mM™".cm™. Otras condiciones se describen en Resultados.

Estadistica. Se utilizo el programa INSTAT; la probabilidad P de las diferencias se
analizo con la prueba ¢ de Student.

Resultados

La actividad de la DT-diaforasa en el citosol se presenta en la Tabla 1. Las
diferencias en la actividad DT-diaforasa fueron consecuencia de variaciones en la
concentracion de proteina del citosol pues la relacion DT-diaforasa/proteina no vari6
significativamente (P>0.53). El dicumarol 15 pM inhibi6 la actividad DT-diaforasa
confirmando asi la especificidad de la reaccion. La actividad de la catalasa fue de 2.15 +
0.24 pmol de H,O,/min/ml de solucion y la actividad de la SOD fue de 50 U/ml de
solucion (condiciones experimentales omitidas).
Produccion de superoxido por el ciclo redox de CG.
La Figura 2 muestra el efecto de CG sobre la produccion de superoxido por citosol
suplementado con NADPH. En ausencia de CG, la produccion de superoxido fue de 5
nmol/min/mg de proteina. La adicion de CG produjo un aumento significativo
dependiente de la concentracion de la quinona. El aumento fue rapido con CG 1-10 uM.
Concentraciones mayores de CG (10-50 uM) fueron relativamente menos activas como
promotores del aumento de la produccion de superoxido, lo que determind una cinética
de tipo michaeliano. La adicion de SOD inhibi6 significativamente, 50%, la produccién
de superdxido confirmando asi la especificidad de la reaccion. La Tabla 2 muestra que la
produccién de superdxido fue proporcional a la concentracion de DT-diaforasa en el
medio de reaccion. El dicumarol inhibié esa produccion, confirmando asi, la funcion de
la DT-diaforasa en la generacion de superdxido.
Oxidacion del NADPH.

La Figura 3 A muestra la oxidacion del NADPH por el sistema CG/DT-diaforasa.
La adicion de NADPH a la mezcla de reaccion que contenia CG y DT-diaforasa produjo
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el aumento de absorbancia correspondiente al NADPH, seguido por una répida
disminucion resultante de la oxidacion del mismo.

Citosol Naftoquinona DT-diaforasa
(mg proteina).ml™ | (100 pM) U.ml” U.(mg proteina)”’

8.4 Menadiona |0.19+0.015 (100)|0.022 + 0.002*
CG 0.29+0.02 (81) ]0.031 + 0.003**

18 Menadiona |0.54 +0.09 (71) ]0.030 + 0.006*
CG 0.83+0.3 (93) 0.040 £ 0.003**

33 Menadiona |0.55 +0.04 0.016 £ 0.001*
CG 0.83+0.12 0.025 £ 0.004**

33 Menadiona |0.60 + 0.25 0.018 £ 0.007*

Tabla 1: Actividad DT-diaforasa de citosol hepdtico. La mezcla de reaccion contenia
NADPH 100 uM, naftoquinona 100 uM, fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.4, y diferentes
preparaciones de citosol cuyo contenido en proteina vario entre 33 y 8.4 mg/ml, segun
las condiciones de la preparacion. La actividad DT-diaforasa se midio por la oxidacion

del NADPH medida a 340 nm. La menadiona es un sustrato especifico para la DT-
diaforasa. En paréntesis se indican la inhibicion por dicumarol 15 uM. Otras
condiciones segun Parte Experimental. Actividad promedio £ SD (U/ml). *: Para
menadiona: 0.021 + 0.006; **: Para CG: 0.032 = 0.007. Probabilidad de la diferencia
de actividades en funcion del sustrato P<0.02.

DT-diaforasa | Produccion de Oy
(mU/ml) (uM/min)
Sin dicumarol
0.28 1.36 £0.14
0.57 2.08+0.17
1.14 5.09+1.00
2.28 9.19 +1.68
Con dicumarol
1.14 | 0.57+0.43 (89)

TABLA 2: Efecto de la concentracion de DT-diaforasa sobre la produccion de
superoxido por el sistema NADPH/CG/citosol. La mezcla de reaccion contenia DT-
diaforasa (citosol) como se indica, CG 100 uM, NADPH, 300 uM, citocromo c
acetilado, 30 uM, fosfato de potasio, 0.1 M pH 7.4 y dicumarol 15 uM como se indica
(concentraciones en el medio de reaccion). La produccion de superoxido se midio
durante 1-5 minutos de incubacion, segun la actividad de la mezcla de reaccion. Los
valores representan la medida + S.D. de por lo menos 4 determinaciones. El citosol (33
mg de proteina/ml), se aniadio en volumen correspondiente a la concentracion de DT-
diaforasa indicada. Otras condiciones segun Material y Métodos.
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Figura 2: Efecto de CG sobre la produccion de superoxido por el sistema NADPH/DT-
diaforasa. La mezcla de reaccion contenia NADPH 300 uM, 20 ul de citosol (1.0 mU
DT-diaforasa/ml), acetil-citocromo c 15 uM, fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.4 y CG
como indica la abscisa. Volumen total, 3.0 ml. SOD (50 U/ml) se agrego como indica la
figura. Otras condiciones segun Parte Experimental. Los valores representan el
promedio de por lo menos 4 determinaciones independientes =SD. C, muestra control;
SOD, muestra suplementada con la enzima. Las cifras bajo el trazado SOD indican la
inhibicion (%) de la produccion de superoxido.

En esas condiciones experimentales, la velocidad de la oxidacion fue superior a
180 uM/min. La velocidad de oxidacién del NADPH disminuydé de manera que su
concentracion se estabilizo a un nivel correspondiente al 5% de la concentracion inicial
(100%). Una segunda adicion de NADPH produjo un efecto similar al primero pero la
velocidad de oxidacion fue algo menor (170 pM/min). La tercera adicion de NADPH
produjo una velocidad de oxidacion significativamente menor que las anteriores (20
uM/min). En esas condiciones, la saturacion de la mezcla de reaccion con oxigeno
restablecid la capacidad del sistema para oxidar NADPH (velocidad 180 uM/min) que
confirmé una ultima adiciéon de NADPH (velocidad 120 uM/min). La Figura 3B muestra
que el dicumarol produjo una disminuciéon importante (85%) de la velocidad inicial de
oxidacion del NADPH que se redujo a 31-25 uM/min. Finalmente la omision del citosol
de la mezcla de reaccion impidi6 la oxidacion del NADPH (Figura 3 C) confirmando asi
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la funcion de la DT-diaforasa. Los mismos resultados (omitidos) se obtuvieron con
NADH en lugar de NADPH (datos experimentales omitidos).
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Figura 3 A: Oxidacion del NADPH por el sistema DT-diaforasa/CG. La mezcla de
reaccion contenia CG 100 uM, citosol (52 mU de DT-diaforasa/ml) y fosfato de potasio
0.1 mM, pH 7.4. Adicion de NADPH 300 uM y gaseado con O, durante 1 min como
indica la figura; volumen total 3.0 ml. Absorbancia y tiempo de incubacion segun las
escalas correspondientes. Las cifras al lado de los trazados indican la velocidad de
oxidacion del NADPH por el sistema CG/citosol (uM/min). B: condiciones como en A,
excepto dicumarol 10 uM (DC). C: condiciones como en A, excepto el citosol (omitido).
Trazados tipicos. Otras condiciones se describen en Parte Experimental y en Resultados

Ciclo redox de CG.

La Figura 4 muestra la influencia del NADPH sobre el nivel redox de CG, en
presencia de DT-diaforasa.

El estado redox de CG se visualizo por la variacion de absorbancia a 548 nm,
pues a esa longitud de onda la absorbancia de la hidroquinona fue nula. Se puede
observar que la adicion de CG al medio de reaccion produjo un aumento inmediato de
absorbancia, seguido por una muy lenta disminucion de la misma. En esas condiciones,
la adicion de NADPH produjo una disminucion rapida de absorbancia cuya velocidad
inicial fue > 200 pM/min. Esa velocidad disminuy6 de manera que la concentracion de
CG se redujo a un nivel aproximadamente igual al 40% de su concentracion inicial. Ese
minimo se observd entre 20 y 50 segundos después de la iniciacion de la reaccion. A
continuacion, la absorbancia aument6 progresivamente, hasta alcanzar una velocidad de
aproximadamente 50 uM/min. Finalmente, el nivel redox de CG se estabilizo a un nivel
correspondiente al 80% de su concentracion inicial.

La Figura 5 muestra los efectos del NADPH, el argon y el dicumarol sobre el
ciclo redox de CG con mayor concentracion de citosol y menor tiempo de incubacion que
en la Figura 4, lo que permitié visualizar mejor la cinética del ciclo redox de CG. Se
puede ver que la adicion inicial de CG a la mezcla de reaccion produjo el previsible
aumento de absorbancia seguido por una disminucion lenta (7.5 pM/min) imputable a
especies reductoras propias del citosol. La primera adicion de NADPH produjo un ciclo
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redox de CG consistente en una reduccion rapida de la quinona (> 180 uM/min) seguido
por una oxidacion relativamente rapida de la hidroquinona (99 uM/min) con un nivel
minimo de concentracion de quinona de aproximadamente de 33-35% del valor inicial de
CG lo que implicé una reduccion de 65-67% (valores calculados respecto a la
concentracion de CG inmediatamente antes de la adicion de NADPH o inmediatamente
después de la adicion de CG). La segunda adicion de NADPH produjo un ciclo redox
similar de CG, con velocidades de reduccion y oxidacion >180 y 92 uM/min,
respectivamente.

CG NADPH
v

R

>200
50

)
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Figura 4: Ciclo redox de CG en presencia del sistema NADPH/DT-diaforasal. La
mezcla de reaccion contenia NADPH 300 uM, CG 100 uM, citosol (52 mU de DT-
diaforasa/ml), fosfato de potasio 50 mM, pH 7.4. CG y NADPH se anadieron como
indican la figura. Otras condiciones segun Materiales y Métodos. Las cifras al lado de
los trazados indican velocidad de reduccion de las quinona o de oxidacion de la
hidroquinona (uM/min). Trazado tipico

La reduccion de CG, fue de 85% respecto a la concentracion inicial de CG
inmediatamente después de la adicion de CG y 74%, respecto a la concentracion
inmediatamente antes de la segunda adicion de NADPH. El nivel minimo de CG oxidado
después de la segunda adicion de NADPH fue similar al observado después de la primera
adicion. La Figura 5 B muestra la influencia del argén sobre el ciclo redox de CG.
Después de anadir CG a la mezcla de reaccion se gased la misma con argon durante 1
minuto produciendo el aumento de la velocidad de reduccion de la misma (33 pM/min),
por los reductores propios del citosol posiblemente los mismos que redujeron CG antes
de la segunda adicién de NADPH en el experimento A. La adicion de NADPH aument6
la velocidad de reduccion de CG que alcanzo6 un valor (> 180 uM/min) comparable a la
del experimento aerdbico, pero la reduccion de CG fue mayor pues su concentracion se
redujo al 11% de la concentracion inicial, valor significativamente menor que en el
experimento aerobico (Figura 5 A; primer ciclo redox). La velocidad de reoxidacion de la
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hidroquinona fue mas lenta que en el experimento aerdbico (28 uM/min) probando asi la
intervencion del oxigeno en el ciclo redox de CG. El estado estacionario final, se
estabilizd a un nivel equivalente al 39% de la concentracion inicial de quinona contra
85% en la muestra aerdbica. Se debe remarcar que en ausencia de oxigeno, reemplazado
por argon, la oxidacion de la hidroquinona fue lenta, comparada con su oxidacion en
presencia de oxigeno (Figura 5). La adicion de dicumarol inhibi6 la reduccion de CG
(Figura 5C). Las disminuciones de absorbancia resultante de la adicion de NADPH
fueron imputables, en parte, a la diluciéon de la mezcla de reaccion por la adicion de
reactivos.
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Figura 5: A: Ciclo redox de CG en presencia del sistema NADPH DT-diaforasa,
influencia de la anaerobiosis y el dicumarol. La mezcla de reaccion contenia CG 100
uM, citosol (95 mU/ml de DT-diaforasa), fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.4 y NADPH 300
uM, agregado como indica la figura. Volumen total, 3.0 ml. Absorbancia y tiempo de
incubacion segun las escalas correspondientes. Otras condiciones segun Parte
Experimental y Resultados. Las cifras al lado de los trazados representan velocidad de
reduccion de la quinona o de oxidacion de la hidroquinona (uM/min). Figura B:
condiciones como en A, excepto el gaseado con argon (AR; 1 min) como indica la figura.
Figura C: condiciones como en A, excepto el dicumarol 15 uM (DC). Trazados tipicos.

Consumo de oxigeno por el sistema NADPH/CG/citosol.

La operacion del ciclo redox de CG determiné el consumo de oxigeno resultante
de la oxidacion de la hidroquinona y la semiquinona. La Figura 6A muestra el efecto de
la adicion de CG a la mezcla de reaccion que contenia citosol y NADPH (la
concentracion de DT-diaforasa utilizada fue mayor que los experimentos
espectrofotométricos debido a caracteristicas propias del método polarografico).



132 Dubin, M. et al

Figura 6:A: Consumo de oxigeno por el sistema NADPH/DT-diaforasa/CG. La mezcla
de reaccion contenia CG 100 uM, fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.4, citosol (153 mU/ml
de DT-diaforasa) y NADPH 300 uM. El orden de adicion como indica la figura.
Volumen total, 1.8 ml. B: condiciones como en A, excepto la adicion de azida sodica, 1.0
mM (AZ). C: condiciones como en Figura A, excepto dicumarol 25 uM (DC). Las cifras
al lado de los trazados indican consumo de oxigeno (uM/min). Trazados tipicos.

La CG provocé un rapido aumento del consumo de oxigeno que paséd de 6.7 a 150
uM/min. La reacciéon se detuvo cuando se consumid aproximadamente el 50% del
oxigeno de la mezcla de reaccion. En esas condiciones una nueva adicion de NADPH
restablecid el consumo de oxigeno a una velocidad menor (89 uM/min) que después de la
primera adiciéon de NADPH. La adicion de azida, un inhibidor de la catalasa, a la mezcla
de reaccion (Figura 6 B) produjo una disminucidn no significativa (7%) del consumo de
oxigeno resultante de la primera adicion de NADPH, pero la segunda adicion de NADPH
produjo un aumento relativo (33%) del consumo de oxigeno comparado con el control
sin azida (Figura 6 A) que reflejo la produccion de peroxido de hidrogeno por reacciones
correspondientes a la oxidacion de la hidroquinona o la semiquinona por superéxido (ver
Discusion). Finalmente, la adicién de dicumarol produjo una importante inhibicion del
consumo de oxigeno (Figura 6 C). La inhibicidon se manifestd en primer término sobre la
oxidacion de sustratos propios del citosol y después de la adicion de CG sobre el
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consumo de oxigeno dependiente del ciclo redox de CG con una cinética compleja que
incluyé una primera fase de menor inhibicion (79%) seguida por otra de mayor
inhibicion (92%). Resultados concordantes se obtuvieron después de la segunda adicion
de NADPH pero en ese caso la inhibicion fue menor siendo la diferencia imputable a
reacciones de oxidacion de la hidroquinona no sensible al dicumarol (ver Discusion).

Discusion

Los resultados presentados en la Tabla 2 y la Figura 2 muestran que en el citosol
hepatico CG origina una serie de reacciones especificas que forman ROS, en particular,
superdxido y peroxido de hidrogeno lo que explicaria la citotoxicidad de CG.

El ciclo redox del sistema NAD(P)H/DT-diaforasa/CG resulta de la reduccion de
la quinona por el sistema NADPH/DT-diaforasa (Reaccion 1) seguido por la reoxidacion
de la hidroquinona por una serie de reacciones similares a las que intervienen en el ciclo
redox de las p-quinonas (33). Esas reacciones constituyen la fase oxidativa del ciclo. La
Reaccion 1 se expresa por la disminucion de absorbancia del NAD(P)H (Figura 3) y de
CG (Figuras 4 y 5).

NADPH +H"+CG — NADP + CG.H, (1)

La fase oxidativa del ciclo se expresa por: (a) el aumento de absorbancia del
sistema a 548 nm inherente a la oxidacion de la hidroquinona a semiquinona o quinona
(Figuras 4 y 5); (b) la produccion de superoxido (Figura 2 y Tabla 2); (¢) el efecto del
oxigeno sobre la oxidacion del NADPH (Figuras 3 B y 5 B); y (d) el consumo de
oxigeno por el sistema NADPH/CG-diaforasa/DT y su modificacion por el dicumarol y
la azida (Figura 6). Estos efectos se explican por las reacciones siguientes. Reaccion 2:
oxidacién de la hidroquinona (forma anion) por el oxigeno:

CGH +0, & CG* +0, +H" 2)
que forma semiquinona y superoxido. Reaccion 3:
CGH +0, +H < CG* +H,0, 3)

oxidacion de la hidroquinona por el superéxido que forma semiquinona y peroxido de
hidrégeno. Reaccion 4:

CG®* +0, & CG+0y “4)

oxidacion de la semiquinona por el oxigeno que forma quinona y superoxido. Se deben
agregar dos reacciones complementarias. Reaccion 5:

CG®* +CG* +H & CG+CGH (5)

dismutacion de la semiquinona que produce quinona e hidroquinona (reversible) y
Reaccion 6:



134 Dubin, M. et al

0,+0,+2H" —> 0, +H,0, (6)

dismutacion del superdxido que produce oxigeno y peroxido de hidrogeno.

La funcién de esas reacciones en el ciclo redox de CG es diferente: la Reaccion 2
inicia la oxidacion de la hidroquinona (reaccidén de iniciacidn); las reacciones 3 y 4
multiplican la producciéon de ROS (reacciones de propagacion); las reacciones 5 y 6
eliminan ROS, interrumpiendo la operacion del ciclo (reacciones de terminacion). Las
reacciones 2 y 4 son lentas comparadas con las reacciones en que el superoxido es el
oxidante (reacciones 3 y 4). En ese contexto la SOD tiene efectos diferentes. En la
Reacciones 2 y 4 acelera la velocidad de oxidacion de la hidroquinona y la semiquinona
al desplazar el equilibrio hacia la derecha por descomposicion del superdxido; en la
Reaccion 3 retarda la velocidad de oxidacion al desplazar el equilibrio hacia la izquierda
por eliminacion del oxidante. Este efecto explica los resultados en la Tabla 2.

La simultaneidad de las Reacciones 1-6 condiciona la cinética del ciclo redox. La
reduccion inicial de CG (Reaccion 1) es una reaccion rapida resultante de la alta
actividad catalitica de la DT-diaforasa pero su velocidad disminuye en funcion de la
disminucién de la concentracion de quinona y de NADPH. En consecuencia, la relacion
CG/CG.H (quinona/hidroquinona anioén) varia con el tiempo de reaccion y en un
determinado momento las velocidades se equilibran a un nivel minimo de la curva redox
(Figuras 4 y 5). Después la velocidad de oxidacion de CG.H™ por el oxigeno (Reaccion 2)
o por el superoxido (Reaccion 3) prevalece y la proporcion de CG* (o CG) formada por
las Reacciones 2-5 aumenta hasta alcanzar un valor estacionario final en el que la
concentracion de CG mas CG*® alcanza un valor cercano a la concentracion inicial de CG
(Figuras 4 y 5). Esa cinética es favorecida por el consumo de NADPH, cuya
concentracion disminuye en proporcion a la reduccion de CG (Figura 3). Como
consecuencia de esa disminucion, la posibilidad de reduccion de la CG inicial o
regenerada por oxidacion de CG.H resulta cada vez menor lo que explica la
estabilizacion de la concentracion de los productos de oxidacion de CG.CG™ a un nivel
relativamente alto. La reaccion 5 explica la produccion de CG por re-oxidacion de CG.H
en ausencia de oxigeno (Figura 5 B). Las reacciones 2 y 4 (produccion de superoxido)
concuerdan con el efecto de la SOD en la Figura 2 y las Reacciones 3 y 6 con el efecto de
la azida en la Figura 6 por la produccion del sustrato de la catalasa, perdxido de
hidrégeno.

La DT-diaforasa presente en el citosol hepatico cataliza la Reaccion 1. Su funcion
se demuestra por: (a) la inactividad del sistema en ausencia del citosol (Figura 3 C); (b)
la accion inhibidora del dicumarol sobre la oxidacion del NADPH (Figura 3 B); (¢) la
reduccion de CG (Figuras 4 y 5) y al consumo de oxigeno resultante de la operacion del
sistema (Figura 6). La DT-diaforasa se caracteriza por su capacidad para transferir dos
electrones al sustrato CG. La diferencia entre la DT-diaforasa y las otras flavoenzimas
[17-19] se expresa en el producto de reduccion de la quinona, a saber, la hidroquinona
por la DT-diaforasa y la semiquinona por las otras flavoenzimas. Los resultados
negativos de la espectroscopia de ESR (omitida) confirmaron la necesidad del oxigeno
para la formacion de semiquinona. CG pertenece al grupo de quinonas que en presencia
del sistema NAD(P)H/DT-diaforasa, forma moléculas reactivas [9-12]. En virtud de esa
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propiedad, CG y sus andlogos se pueden considerar sustratos redox-labiles de la DT-
diaforasa [21].

El ciclo redox de CG en el citosol hepatico produce sobre todo superéxido cuya
citotoxicidad es conocida [35]. El superdxido se convierte en peroxido de hidrogeno
(Reaccion 6) cuya toxicidad es relativa [36]. En presencia de cationes metalicos como
Fe(Il), el peroxido de hidrégeno genera el radical hidroxilo que es muy téxico (Reaccion
7). Esa reaccion contribuiria la citotoxicidad de ROS [37]. La producciéon de ROS
promovida por el ciclo redox de la DT-diaforasa podria contribuir a la citotoxicidad de
las o-naftoquinonas CG sobre células tumorales [24-26,28].

H,0, + Fe(Il) - OH® + OH" + Fe(III) (7)
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Abreviaturas y estructuras

3-lapachona, 3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto[1,2,b]piran-5,6-diona; CG, CG 10-248,
3,4-dihidro-2-metil-2-fenil-2H-nafto[ 1,2b]-piran-5,6-diona; CG.H,, CG hidroquinona;
CG.H forma anion de CG.H,; CG®, CG semiquinona; ROS, especies reactivas del
oxigeno; DT-diaforasa, NAD(P)H: [quinona aceptor] oxidoreductasa; E.C. 1.6.9.9.2;
SOD, superoxido dismutasa; DMFA, dimetilformamida; NAD(P)H, NADH o NADPH.



