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Resumen

Introduccion: Existen numerosos compuestos que presentan capacidad depigmentante, pero su uso presenta ciertos riesgos de toxicidad local y even-
tualmente sistémica, por lo que se hace necesario buscar nuevas alternativas terapéuticas para desérdenes de la pigmentacién o nuevos agentes blan-
gueadores. Una de estas alternativas puede ser la idebenona, una analogo sintético de la coenzima Q10.

Con el objeto de evaluar la capacidad de la idebenona de inhibir especificamente la sintesis de melanina, se realizé el siguiente experimento:
Materiales y método: Se utilizé una linea celular continua obtenida de melanoma humano (SK-MEL28) con capacidad de sintesis de melanina, la que
se expuso a diferentes concentraciones de idebenona durante 5 dias. Al cabo de este tiempo se midieron las densidades dpticas de los sobrenadantes
con un espectrofotometro, determindndose asi la concentracion de melanina y la viabilidad celular, expresandose los resultados como un porcentaje
de cultivos controles sin tratar. Como control comparativo se corrieron experimentos en paralelo utilizando hidroquinona.

Resultados: La idebenona inhibe la sintesis de melanina en células SK-MEL28 en forma dosis-dependiente, siendo esta inhibicion mayor que la produ-
cida por la hidroquinona, pero con menos efectos citotoxicos.

Comentario: La idebenona presenta cierta analogia estructural con compuestos inhibidores de la melanogénesis. Esta analogia podria interferir con la
actividad de tirosinasa necesaria para la produccién de melanina. La alta seguridad de la droga y la eficacia demostrada aqui podrian poner a la idebe-
nona entre las moléculas de primera linea para el tratamiento de los desérdenes de la pigmentacién como también como agente blanqueador.

(M. Laguens, G. Zeitune, M. Reigosa, J. Cebrian, V. Labarta, N. Almifana. Monitoreo de la actividad depigmentante de la idebenona. Med Cutan Iber Lat Am 2008;36:183-183)
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Summary

Introduction: Various agents exhibit a depigmenting activity, but their usage presents some risk of local and eventually systemic toxicity; thus, new
alternatives for pigmentation disorders and bleaching agents are continuously searching. One of these alternatives could be idebenone, a synthetic
analogue to coenzyme Q10.

In order to test idebenone capability to specifically inhibit melanin synthesis, the following experiment was performed:

Material and methods: A continuous cell line of human origin (SK-MEL28) with melanin synthesis capability was exposed for 5 days to different con-
centrations of idebenone. After 5 days, optical densities in supernatants were measured by means of an spectrophotometer in order to evaluate mela-
nin content and cell viability. Results were expressed as a percentage of non-treated cell cultures. As a comparative control, similar experiments were
performed using hydroquinone.

Results: Idebenone inhibits melanin synthesis in SK-MEL28 cells in a dose-dependent manner, being this inhibition stronger than that produced by
hydroquinone, but with lesser cytotoxic effects.

Comment: Idebenone shows structural analogies with other melanogenesis inhibitor compounds. This analogy could, in some way, interfere with
tyrosinase activity to produce melanin. The high safety of the drug and the efficacy demonstrated herein could put idebenone in the first choice line
either for the treatment of pigmentation disorders as well as a bleaching agent.

Key words: melasma, depigmentint agents, idebenona.
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La melanina de la piel y de los pelos es sintetizada por mela-
nocitos epidérmicos a través de la conversion enzimatica de
la tirosina en estructuras intracelulares denominadas mela-
nosomas que son subsecuentemente transferidos a los que-
ratinocitos vecinos que conforman la epidermis o las estruc-
turas pilosas.

La principal enzima involucrada en el proceso de mela-
nogénesis es la tirosinasa, una hidroxilasa de tirosina que
convierte a ésta en di-hidroxifenilalanina (DOPA) y dopaqui-
nona durante los primeros pasos de la sintesis de melanina.

Los desdrdenes de la pigmentacion incluyen a un grupo
de entidades caracterizadas por la pérdida del color cutaneo
en forma universal o en un area determinada de la superficie
cutanea, como asi también a otro grupo de desérdenes
caracterizados por un incremento de la pigmentacion, tam-
bién de distribucion universal o focal. Dentro del primer
grupo se incluye, por ejemplo, al albinismo, un desorden
producido por un déficit genético de tirosinasa, al vitiligo, un
desorden cutaneo debido a la pérdida de melanocitos epi-
dérmicos, y varios otros mas.

Entre los desérdenes caracterizados por hiperpigmenta-
cion se pueden nombrar a la hiperpigmentacion universal
causada por un incremento en hormonas polipeptidicas con
actividad estimuladora de melanocitos tales como la ACTH,
aumentada en algunas formas de enfermedad de Addison, al
melasma, un desorden de la pigmentacion relacionado con la
gestacion en mujeres susceptibles, a la hiperpigmentacion
post-inflamatoria y a varias entidades mas. Es abundante la
informacion sobre estos y otros desérdenes como asi también
sobre la biologia de los melanocitos y la sintesis de melanina,
la que puede ser consultada en numerosos textos.

La consulta por desérdenes de la pigmentacion es fre-
cuente, sobre todo por vitiligo 0 melasma, pero también se
generan consultas por otros desérdenes o modificaciones de
la pigmentacion. De hecho, muchos pacientes extremada-
mente bronceados u otros con piel oscura, pero sin alteracio-
nes de la pigmentacion, concurren al médico para disminuir
el color de su piel debido a una necesidad de mayor acepta-
cion social[1]. Esto es particularmente frecuente entre perso-
nas provenientes de Asia Menory Cercano Oriente.

Existe una amplia disponibilidad de terapias farmacolo-
gicas para el tratamiento de las alteraciones de la pigmenta-
cion, siendo los compuestos mas comunes los que incluyen
a la hidroguinona (HQ) y al éter monobenceno, un com-
puesto quimicamente relacionado. Estos principios activos
presentan en comun un residuo fendlico al que se le atribu-
ye el efecto farmacolégico debido a su accién citotéxica
sobre los melanocitos epidérmicos. Desde hace més de 20
aflos, se han venido desarrollando una serie de compuestos
fendlicos con actividad sobre la melanogénesis, siendo un
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Figura 1. Porcentaje de melanina detectada en los cultivos
celulares luego de 5 dias de tratamiento con diferentes concen-
traciones de IDB o HQ, comparado con los controles.

ejemplo de éstos el agente fendlico arbutina, un glucoconju-
gado de la HQ, al que se le atribuyen funciones inhibitorias
competitivas sobre la tirosinasal2].

A pesar que la HQ y otros compuestos relacionados son
usados ampliamente en todo el mundo[3-10], los efectos
adversos no son minimos. El uso prolongado de HQ tépica
puede llevar a una hipopigmentacion irreversible similar al
vitiligo, y el uso habitual puede provocar irritacion cutanea.
Mas aun, en un reciente comunicado de la Agencia de Ali-
mentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), se
advierte sobre el potencial efecto mutagénicoy carcinogené-
tico de la HQ aplicada topicamente, lo que generd una serie
de rigidas normas regulatorias para este producto. Hoy, los
dermatdélogos necesitan agentes seguros y eficaces alterna-
tivos para regular la melanogénesis.

Por otro lado, los efectos citotoxicos de la HQ han llevado
al desarrollo de terapias tépicas para el melanoma. Los
resultados in vitro usando a la HQ como un agente anti-
melanoma han mostrado resultados prometedores, pero
aun falta recorrer un gran camino antes de que esta droga
puede ser una eleccién en el tratamiento del melanomal11].

En este sentido, un grupo de investigadores han desarro-
llado un sistema de cultivo celular in vitro para identificar
inhibidores de la sintesis de melanina y potenciales com-
puestos citotdxicos anti-melanoma como un sistema prima-
rio de screening para estos agentes. Este sistema de paneo
utiliza una linea celular inmortalizada de origen melanocitico
que produce importantes cantidades de melanina. A través
de técnicas espectrofotométricas se pueden monitorear
facilmente la habilidad de diversos compuestos de inhibir la
pigmentacion y/o matar a este tipo celular. Con este método,
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad celular en cultuvos luego de
5 dlias de tratamiento con diferentes concentraciones de IDB o
HQ, comparado con controles.

los autores han monitoreado 50 compuestos fendélicos de
bajo peso molecular[12].

La idebenona (6-(10-hidroxidecil)-2,3-dimetoxi-5-metil-
1,4-benzoquinona) (IDB) es un anélogo sintético de la coenzi-
ma Q10, que presenta importantes propiedades antioxidantes
y un efecto citoprotector. Estas acciones farmacolégicas son la
causa de su uso como agente neuroprotector. La IDB es
administrada oralmente a pacientes con alteraciones de la
funcion neuronal, tales como la observada en la enfermedad
de Alzheimer y otros desoérdenes similares[13-16]; otras
indicaciones incluyen la ataxia de Friederich y el AMES[17-
201, y se ha intentado administrar la IDB por via percuta-
neal21]. La IDB es altamente liposoluble y puede ser facil-
mente absorbida a través de la piel. Algunos investigares
han propuesto usar la IDB topica como un agente antioxi-
dante cutaneo[22].

Nuestros observaciones preliminares indican que la IDB
aplicada tépicamente para el tratamiento de formas leves a
moderadas de psoriasis produce un efecto depigmentante
en las areas de piel normal vecinas a las areas tratadas.

Ya que la IDB comparte similitudes estructurales con
varios compuestos fenélicos y con algunos intermediarios en
la via biosintética de la melanina que son exclusivos de los
melanocitos, se realizaron pruebas de laboratorio para
determinar la existente de efectos inhibitorios de la melanina
utilizando un modelo experimental similar al descrito por
Dooley et al.[12].

Materiales y método
Linea celular: Se utilizé la linea SK-MEL-28. Esta es una linea
celular derivada de un melanoma humano con capacidad

de producir melanina, obtenida de ATCC a través de ABAC
(Asociacion Banco Argentino de Células). Las células se cul-
tivaron en botellas o placas plésticas de cultivo Corning en
medio de cultivo Eagle modificado (Dulbecco) enriquecido
con suero bovino fetal al 10% a 37 °C en una atmosfera de
CO,. Cuando se alcanza la confluencia de las células, se
obtiene su maxima pigmentacion.

Compuestos evaluados: Hidroquinona (1,4-bencene-
diol) (HQ) con un grado de pureza de 99,85% e IDB con un
grado de pureza de 99,8% fueron adquiridas comercial-
mente en drogueria Saporiti, Buenos Aires, Argentina.

Evaluacion de los compuestos in vitro: Una vez confluen-
tes, los cultivos fueron lavados dos veces con buffer fosfato
salino (PBS) y removidos de las botellas utilizando una solu-
cion de tripsina al 0,25%. Las células se sembraron en pla-
cas de cultivo plasticas Corning de 24 fosos a una densidad
final de 1 x 10° células/fosoy se cultivaron por 48 horas mas,
cambiando el medio de cultivo a las 24 horas. Luego de este
tiempo, el medio fue reemplazado en cada foso con 990 ml
de medio fresco y 10 ml de un vehiculo (propilenglicol:eta-
nol:agua 50:30:20) esterilizado por filtracién a través de una
membrana de 0,22 mm, conteniendo los compuestos a eva-
luar en diferentes concentraciones. Se prepararon dilucio-
nes de base 10 de cada compuesto utilizando el vehiculo
descrito, de manera tal de producir concentraciones finales
de cada agente en el medio de cultivo que disminuian desde
1,0 2 0,001 mg/ml. El medio de cultivo con el vehiculo y los
activos se cambi6 diariamente por 3 dias, dejando los culti-
vos sin tratamiento el dia 4, aungue no se removié el medio
de cultivo. De esta manera, las células fueron expuestas a
los compuestos a evaluar por 5 dias consecutivos. Todas las
concentraciones de HQ o IDB fueron evaluadas por triplica-
do y los promedios de 3 fosos tratados fueron comparados
con los promedios de los 3 fosos tratados con vehiculo sin
activo, utilizados como control. En el dia 5 post-tratamiento,
se realizaron las siguientes evaluaciones:

Determinacion del contenido de melanina: Luego del
tratamiento, las células SK-MEL-28 fueron lavadas dos
veces con PBS y luego lisadas mediante la adicion a cada
foso de 1,0 ml de NaOH 1 N, con pipeteo manual enérgico.
Para determinar el contenido de melanina, se midieron las
densidades opticas de los extractos celulares crudos asi
obtenidos usando un espectrofotémetro ajustado a una lon-
gitud de onda de 400 nm. Los resultados, expresados como
el promedio de 3 muestras, fueron expresados como el por-
centaje con respeto al control conformado por los cultivos de
células SK-MEL-28 tratados s6lo con el vehiculo.

Determinacion del contenido de dopacromo: Para deter-
minar el contenido de dopacomo, los mismos extractos celu-
lares crudos fueron analizados usando un espectrofotéme-
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Tabla 1. Determinacion del contenido de mealnina (DO,,,) y dopacromo (DO,,.) en cultivos de células SK-MEL 28 tratados con diferentes con-

centraciones de hidroquinona e idebenona

HIDROQUINONA

Dilucién DO, Porcentaje DO, Porcentaje
=1 0,0066 27,97% 0,0011 9,48%
2 0,0096 40,68% 0,0016 13,79%
=3 0,0123 52,12% 0,0043 37,07%
-4 0,0140 59,32% 0,0053 45,69%
3 0,0156 66,10% 0,0040 34,48%
control 0,0236 100% 0,0116 100%
IDEBENONA

Dilucion Do,,, Porcentaje Do, Porcentaje
2 0,0069 20,91% 0,0001 0%

3 0,0119 36,06% 0,0013 7,97%
-4 0,0211 63,94% 0,0083 50,92%
3 0,0360 109,09% 0,0163 100%
-6 0,0340 103,03% 0,0163 100%
control 0,0330 100% 0,0163 100%

tro ajustado a una longitud de onda de 475 nm y los resulta-
dos fueron expresados de la misma manera ya descrita.

Cuantificacion del nimero celular: Para cuantificar el
numero de células de cada cultivo se siguié lo descrito por
Dooley etal.[12]. Luego del periodo de tratamiento, se remo-
vieron los medios de cultivo por inversion de las placas y se
los reemplazé con 0,5 ml por foso de una solucién de cristal
violeta 0,1% en etanol al 10%. Las placas fueron colocadas
sobre un agitador rotativo funcionando a baja velocidad
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se
decant6 el exceso de colorante por inversion de las placas 'y
se lavaron las mismas 4 veces, mediante su inmersion en
contenedores con agua. Luego de los enjuagues, las placas
fueron colocadas en forma invertida sobre papel secante
para remover el exceso de agua.

Una vez secas las placas, se extrajo el colorante retenido
por las células adheridas al plastico mediante el agregado a
cada foso de 1,0 ml de etanol 95%, dejando actuar por 30
minutos a temperatura ambiente en un agitador rotativo. Se
determinaron las densidades 6pticas de las muestras de 1,0 ml
de etanol mediante un espectrofotometro ajustado a una longi-
tud de onda de 590 nm, usando etanol 95% como blanco. Si
las densidades eran muy altas (por ejemplo, lectura de DO590
mayor a 2.0), se realizaron diluciones de cada muestra del
colorante extraido, usando alcohol 95% como diluyente.

Para determinar la fraccion de células supervivientes al
tratamiento en una determinada concentracién de HQ o
IDB, se dividieron las DO590 de los fosos tratados (expresa-
das como promedio de 3 fosos) por la DO590 promedio de 3
fosos control tratados con vehiculo solamente. El porcentaje
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de sobrevida celular fue obtenido multiplicando el resultado
de la division por 100. Los errores estandares del promedio
fueron consistentemente minimos.

Resultados

Determinacion del contenido de melanina: Como se puede
apreciar en la Tabla 1, tanto la HQ como la IDB inhiben la
produccién de melanina luego de 5 dias de tratamiento. La
inhibicién fue directamente proporcional a la concentracion
del agente, de manera tal que a mayor la concentracion
mayor la inhibicién. Cuando se la comparé con HQ, la inhibi-
cion por IDB fue similar en concentraciones altas, aunque
mas pronunciada con HQ. Sin embargo, a concentraciones
bajas, la IDB aun presentaba un efecto inhibidor, mientras
que la HQ ya no lo presentaba.

Determinacion del contenido de dopacromo: Como se
aprecia en la Tabla 1, el tratamiento con IDB o HQ produjo
cambios en el contenido de dopacromo de las células SK-
MEL-28, aunque los resultados fueron erraticos, no mos-
trando una clara relacion con la dosis utilizada. El tratamien-
to con IDB produjo un efecto inhibitorio més pronunciado
que la HQ a concentraciones similares.

Los resultados se resumen en la Figura 1.

Viabilidad celular: En la Tabla 2 se pueden observar los
resultados de esta determinacion. Como se puede observar,
las concentraciones altas de IDB son toxicas para las células
SK-MEL-28, aunque esta toxicidad es menos pronunciada
que la obtenida con HQ. Los resultados se resumen en la
Figura 2.
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Tabla 2. Porcentajes de sobrevida de células SK-MEL 28 con respecto a los controles, cuando son tratados por 5 dias con diferentes concentra-

ciones de idebenona e hidroquinona

IDEBENONA HIDROQUINONA
Dilucién Porcentaje Dilucion Porcentaje
-1 52% -1 34%
-2 82% -2 58%
-3 98% -3 77%
-4 100% -4 89%
-5 100% -5 95%
-6 100% -6 100%
control 100% control 100%
Comentario accion inhibitoria concreta de la proliferacion celular de esta

Utilizando, con minimas e irrelevantes modificaciones, el
ensayo in vitro sobre cultivos celulares desarrollado por Doo-
ley et al., para el monitoreo de agentes biolégicos y quimicos
capaces de inhibir la melanogénesis y causar la muerte
celular de melanocitos, neopléasicos o no, encontramos que
la IDB es claramente un potente inhibidor de la sintesis de
melanina, inclusive a dosis bajas, sin efectos citotdxicos, lo
qgue hace a la IDB un buen candidato como agente depig-
mentante o blanqueador. IDB es una droga suficientemente
segura, inclusive cuando se administra por via oral a altas
dosis[23]. La administracion transdérmica de IDB ya fue
probada como una potencial via de administracién de la
droga para el tratamiento de desérdenes internos. Esta
seguridad y eficacia demostrada aqui pueden poner ala IDB
en la primera linea de eleccién para el tratamiento de desor-
denes de la pigmentacion, reemplazando a la HQ debido a la
falta de efectos indeseables tales como ocronosis o inclusi-
ve, el desarrollo de melanoma cutaneo[24-28].

Otras moléculas que también podrian cubrir este uso
potencial incluyen al metil-éster del &cido gentisico, que en
el trabajo de Dooley mostr6 alta capacidad de inducir depig-
mentacion sin efectos citotéxicos[12], o la arbutinal?2], fel-
damicina (un inhibidor de la tirosinasa[29], y altas concen-
traciones de glutation[30], pero previamente, deberian ser
obtenidos mas datos sobre su seguridad.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que la IDB
produce efectos citotéxicos discretos sobre este sistema
celular evaluado. Esta citotoxicidad podria deberse a otras
causas aparte de una interferencia con algunas vias meta-
bélicas celulares, tales como la osmolaridad, aunque datos
no presentados en este trabajo muestran que la IDB a con-
centraciones similares no es citotoxica para otra linea celular
continua no productora de melanina (Vero). Estos resultados
permiten a priori descartar un efecto citopético directo de la
IDB atribuible a su concentracion, sefialando hacia una

droga, lo que podria ser de interés si este efecto acontece
sobre células de un melanoma. Sin embargo, la HQ parece
ser mas potente que la IDB en la produccion de este efecto.
Mas aun, el efecto inhibitorio de la HQ sobre la sintesis de
melanina podria ser debido a su potencia citotdxico mas que
a una inhibicion verdadera.

Los resultados de las determinaciones de dopacromo se
asemejan a lo registrado para la inhibicién de melanina,
aunque el contenido de este metabolito parece ser menor
gue la correspondiente concentracion de melanina a una
misma dilucién. Esto podria reflejar una inhibicion de la sin-
tesis de melanina en sus estadios iniciales, que impediria
que las primeras sustancias oxidadas de esta via sean vuel-
tas a oxidar por la tirosinasa. Esto podria ser debido, entre
otras cosas, a una inhibicion enzimatica por sustancias de
desecho acumuladas dentro del citoplasma, como se cono-
ce que ocurre con la inhibicion de la tirosinasa por produc-
tos intermedios de la biosintesis de la melanina.

Podria especularse que el efecto inhibitorio de la IDB se
deberia a su analogia estructural con la dopaquinona, la que
es producida por la oxidacién enziméatica de DOPA por la
tirosinasa. La IDB puede ser considerada como una para-
quinona sustituida, y méas precisamente, una 1,4-benzoqui-
nona sustituida. Esta analogia estructural no es exacta, ya
que la dopaquinonay otras quinonas que participan en la via
biosintética de la melanina son orto-quinonas, mientras que
la IDB es una p-quinona, pero, incidentalmente, el producto
de oxidacion de la hidroquinona es una p-quinona[12]. En el
trabajo de Dooley et al., se probaron como potenciales regu-
ladores de la pigmentacion a diferentes 1,4-benzoquinonas
comercialmente disponibles, con diferentes sustituciones
en distintas posiciones en el anillo quinénico[12]. Todas
ellas, con excepcion de un compuesto halogenado, mostra-
ron una alta citotoxicidad, siendo descartadas como poten-
ciales agentes depigmentantes.
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