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ASUNTO: Terminacion de Servicio Social

MTRO. JESUS OBDULIO LOPEZ MURILLO
Coordinador Divisional de Servicio Social de CBS
Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco
PRESENTE

Por medio de la presente informamos a usted que la alumna: ROMERO CARRILLO CECILIA, con
nimero de matricula 2142027916, quien cursa la Licenciatura en Quimica Farmacéutica Biolégica,
concluy6 satisfactoriamente su servicio social en el Laboratorio de Oncologia Biomédica de este
Instituto, en el periodo comprendido 01 octubre de 2018 al 01 de julio de 2019, de lunes a viernes
08:00 a 15:00 horas.

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Xochimilco

Casa abierta al tiempo

Ciudad de México, 9 de septiembre de 2020

MTRA. MARIA ELENA CONTRERAS GARFIAS
Directora de la Divisién de CBS

Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco
PRESENTE

Asunto: Terminacion de Servicio Social.

Por medio de la presente informamos a usted que la alumna Cecilia Romero Carrillo con ntmero de
matricula 2142027916, quién curso la Licenciatura en Quimica Farmacéutica Biolégica ha concluido
satisfactoriamente su servicio social en el Laboratorio de Oncologia Biomédica del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias, en el periodo comprendido del 01 de octubre de 2018 al 01 de julio de 2019,
de lunes a viernes de 8:00 a 15:00 h.

Sin mas por el momento, agradezco su atencién y aprovecho para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
Dr?Arndldo Aquino Galvez Dra. Elizabeth Sanchez Miranda
Laboratorio de Oncologia Biomédica Lab. Biologia Experimental, UIDIS.
INER, Ced. Prof.: 0435460 UAM-X, No. Econdmico 33148
Asesor Externo Asesor Interno
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UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Casa abierta al tiempo Unidad Xochimilco

Ciudad de México, a 9 de septiembre de 2020.

CDE. PATRICIA ENZALDO DE LA CRUZ
Coordinadora Divisional de Servicio Social de CBS
Universidad Autdnoma Metropolitana Unidad Xochimilco
PRESENTE

Asunto: Justificacion de cambio de titulo y objetivos
en proyecto de Servicio Social.

Por medio de la presente, hacemos de su conocimiento la decision de hacer cambios en el titulo y objetivos
en el reporte de Servicio Social de la alumna Cecilia Romero Carrillo con matricula 2142027916, realizado
en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). Los cambios fueron realizados considerando
que estos definen con claridad el proyecto realizado por la alumna.

En virtud de lo anterior, me permito aclarar que el titulo registrado fue: “Efecto del dicloroacetato de sodio
{(DCA) en cultivo de células pulmonares expuestas a Hipoxia. Implicaciones terapéuticas en el tratamiento
de enfermedades pulmonares en la que la hipoxia celular es un componente importante” y cambié a: “Efecto
del dicloroacetato de sodio (DCA) y 2-metoxiestradiol (2ME) en cultivo de células pulmonares A549
expuestas a hipoxia.” Asi mismo, los objetivos se ajustaron de acuerdo con las actividades que por
cuestiones de disponibilidad de recursos fue posible llevar a cabo. Dichos cambios se describen a

continuacion:

Objetivo registrado: : Cambia a:
OBJETIVO GENERAL: OBJETIVOS GENERALES:

e Determinar el efecto del dicloroacetato de | ¢ Evaluar los efectos del DCA sobre los
sodio solo o en combinacion con el 2- marcadores metabdlicos en las células A549
metoxiestradiol en células A549 en condiciones en condiciones de normoxia e hipoxia.
de hipoxia y normoxia. e Analizar los efectos citotoxicos del 2ME en las

células A549 después de ser expuestas a
OBJETIVOS ESPECIFICOS: DCA.

» Determinar la sintesis proteica de HIF1aq, 4
HIF2a y HIF 3a, TGF-B y bcl-2 en condiciones | OBJETIVOS ESPECIFICOS:

de hipoxia y normoxia. e Evaluar el efecto del DCA en el metabolismo
e Comparar el efecto del dicloroacetato de socio de las células A549 en condiciones de
en condiciones de normoxia e hipoxia en hipoxia, a través de la cuantificacion de
células A549. glucosa, lactato, glutamina y glutamato.
e Comparar el efecto del 2-metoxiestradiol en | e Evaluar el efecto del 2ME en el metabolismo
condiciones de normoxia e hipoxia en células de las células A549 en condiciones de
A549. hipoxia, a través de la cuantificacion de

glucosa, lactato, glutamina y glutamato.
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e Evaluar el efecto del dicloroacetato de sodio | ¢ Evaluar el efecto del DCA en combinacién
en combinacion con 2-metoxiestradiol en con el 2ME sobre el metabolismo de las
condiciones de normoxia e hipoxia en células celulas A549 en condiciones de hipoxia, a
A549. través Qe la cuantificacion de glucosa, lactato,

glutamina y glutamato.

e Evaluar el efecto del DCA en combinacion
con 2ME en la viabilidad de células A549 en
condiciones de normoxia e hipoxia.

Quedamos al pendiente de cualquier aclaracién e informacioén requerida al respecto. Sin mas por el

momento, agradezco su atencién y aprovecho para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE

/éiﬁézig@y‘”

Dr. Ardoldo Aquino Galvez Dra. Elizabeth Sanchez Miranda
Laboratorio dgf Oncologia Biomédica Lab. Biologia Experimental, UIDIS.
INER, Ced. Prof.; 0435460 UAM-X, No. Econémico 33148
Asesor Externo Asesor Interno

Nohon

(Cécilia Romero Carrillo
Matricula: 2142027916
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UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Xochimilco

Casa abierta al tiempo

Ciudad de México, 9 de septiembre de 2020

CDE. PATRICIA ENZALDO DE LA CRUZ
Coordinadora Divisional de Servicio Social de CBS

Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco
PRESENTE

Asunto: Extension de periodo de cumplimiento de servicio social.

Por medio de la presente, hacemos de su conocimiento que el periodo de cumplimiento de servicio social
realizado por la alumna Cecilia Romero Carrillo con nimero de matricula 2142027916 se vio modificado

debido a cambios en el desarrollo de las actividades previamente establecidas. El periodo previamente
registrado del 01 de Octubre de 2018 al 01 de Abril de 2019 se extendio del 01 de Octubre de 2018 al 01
de julio de 2019.

Quedamos al pendiente de cualquier aclaracion e informacion requerida al respecto. Sin mas por el

momento, agradezco su atencién y aprovecho para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
/
Rf. Afholdo Aquino Galvez Dra. Elizabeth Sanchez Miranda
Laboratorip de Oncologia Biomédica Lab. Biologia Experimental, UIDIS.
INER, Ced. Prof.: 0435460 UAM-X, No. Econémico 33148
Asesor Externo Asesor Interno

7.
/M o

Cecifia Romero Carrillo
Matricula: 2142027916
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1. Introduccidn

1.1 Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades que se caracteriza por un descontrol en los
procesos de crecimiento y proliferacién de células anormales, con capacidad de
invasién. La proliferacion casi ilimitada de estas células anormales llega a formar
masas denominadas “tumores o neoplasias”, que en su expansion pueden llegar a

destruir a los tejidos y trasladarse a otros érganos (Eguino Villegas et al., 2005).

1.1.2 El papel de la hipoxia en el desarrollo del cancer

En los tumores solidos se encuentran tres principales regiones tisulares: la
normoxica, la hipdxica y la necrética (Figura 1), denominadas asi debido a los
niveles de oxigeno fluctuantes en el tejido tumoral y al crecimiento de este. El
crecimiento de un tumor requiere de una red vascular local que le suministre
oxigeno y nutrientes, por lo que las células mas cercanas a los vasos sanguineos
(normoxicas) son en su mayoria viables y proliferativas, sin embargo, conforme las
células se alejan de los vasos sanguineos pueden volverse andxicas dando lugar a
zonas necroticas (Al Tameemi et al, 2019). Antes de esto, cuando las células son
hipoxicas se caracterizan por un aporte limitado de Oz provocado por una alta
proliferacién celular, y una red vascular deficiente, estructural y funcionalmente
anormal que no mantiene un flujo constante de Oz, asi como de nutrientes y otras
moléculas, como quimioterapéuticos, transportadas por el torrente sanguineo
(Viallard y Larrivee, 2017).
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Figura 1. Regiones de los tumores
solidos segun su nivel de oxigeno. Los
tumores presentan diversas regiones
definidas por el suministro de oxigeno que
las células reciben. De esta manera existe
una zona rica en oxigeno situada cerca de
los vasos sanguineos donde se encuentran
las células aerdbicas, conforme las células

se alejan del suministro de sangre el

Vaso sanguineo,

Aumento de la
resistenciaa la radio
Yy quimioterapia

ambiente se vuelven hipdxico y andxico. Tomado y modificado de (Al Tameemi et al., 2019).

En las células normales, la hipoxia generalmente conduce a la muerte celular, sin

embargo, en las células tumorales, la hipoxia tiene diferentes consecuencias

biol6gicas que son reguladas por el Factor Inducible por Hipoxia (HIF) (Zhu et al.,

2010). ElI HIF es un heterodimero que consiste en una subunidad a dependiente de

oxigeno (HIF-a) y una subunidad  independiente de oxigeno (HIF-B) y que se

expresa de manera constitutiva. HIF-a tiene tres isoformas (HIF-1a, HIF-2a y HIF-

3a), mientras que HIF-[3 tiene dos isoformas (HIF-138 y HIF-2]3).

Tumor sélido

Células
hipéxicas

Activacion
de HIF-1a

/’_N

B GLUT-1y 3
LDH
PDK

l

Proliferacion Metabolismo Supervivencia

EPO
TGF-a

|

celular celular Celular

VEGF
TGF-B

|

Angiogénesis

AUMENTO DE LA
EXPRESION GENICA

DESARROLLO DE

CAPACIDADES INVASIVAS,

METASTASICAS Y DE
RESISTENCIA

Figura 2. Papel de HIF-1a en la expresion de moléculas que se involucran en la progresion del

cancer. En los tumores los niveles de oxigeno fluctian pero en promedio son hipdxicos y bajo estas

condiciones aumentan los niveles nucleares de HIF-1a, quien induce un incremento en la expresion

de moléculas que tienen efectos importantes en la progresion del cancer como la proliferacién y
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supervivencia celular, cambios en el metabolismo, y angiogénesis, favoreciendo sus propiedades
invasivas y metastasicas. C-MYC; protooncogén, GLUT-1; Glucotransportador 1, GLUT-3;
Glucotransportador 3, LDH; lactato deshidrogenasa, PDK; Fosfato deshidrogenasa, EPO;
Eritropoyetina, TGF-a; Factor de Crecimiento Transformante alfa, VEGF; Factor de Crecimiento
Vascular Endotelial, TGF-B; Factor de Crecimiento Transformante beta. Tomado y modificado de
(Masoud y Li, 2015).

HIF-1a es responsable de la expresion de varias proteinas que aumentan la
disponibilidad de oxigeno y la adaptacién a la hipoxia (Figura 2.). A niveles de
presion parcial de oxigeno (pQOz2) inferiores a 10-15 mm Hg, aumenta la expresion
de genes involucrados en el mantenimiento estable de la concentracion de H*
(anhidrasa carbénica, CA-1X), el consumo de glucosa (transportadores de glucosa
GLUT-1y GLUT-3) y la creacion de nuevos vasos sanguineos (factor de crecimiento
endotelial vascular, VEGF) (Span y Bussink, 2015). Cuando se llegan a niveles de
pO2de 1 mm Hg se reduce la fosforilacién oxidativa y las células cambian a un
metabolismo glucolitico para mantener niveles adecuados de ATP, HIF-1a media
esta conversion metabdlica a través de la induccion de enzimas involucradas en la
via de la glucdlisis (hexoquinasa, HK, lactato deshidrogenas, LDH, piruvato
deshidrogenasa, PDH, etc.). HIF-1a también promueve la migracion de células
tumorales a través de la activacion transcripcional de factores de crecimiento como
el factor de crecimiento transformante beta (TGF- B) y el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (Masoud y Li, 2015).

Los cambios antes mencionados, entre otros, tienen consecuencias en la
progresién del cancer debido a que juegan un papel importante en la adquisicién de
propiedades invasivas y metastasicas (Semenza, 2016) asi como resistencia a la
quimioterapia y radioterapia, y que juntas constituyen el fenotipo letal del cancer
(Semenza, 2012).

1.1.3 Reprogramacion del metabolismo energético

1.1.3.1 El efecto Warburg

La reprogramacion del metabolismo energético es otro sello distintivo del cancer ya
qgue las células cancerosas metabolizan la glucosa de manera diferente que las
células no transformadas. De manera normal, las células consumen glucosa que
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metabolizan a piruvato en el citoplasma a través de la glucélisis, el piruvato luego
es dirigido hacia las mitocondrias donde es oxidado a acetil-CoA para alimentar el
ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y continuar la fosforilacién oxidativa. A
través de la oxidacién completa de la glucosa las células generan 36 moléculas de
ATP, energia que utilizan para, entre otros mecanismos, la proliferacion vy
supervivencia. Las células cancerosas aumentan su tasa glucolitica, sin embargo,
el rendimiento de piruvato no es proporcional a su oxidacion en la mitocondria, ya
que la mayor parte se queda en el citoplasma y es convertido a lactato por la lactato
deshidrogenasa (LDH) (Figura 3.), lo que resulta en la produccion ineficiente de 2
moléculas de ATP por molécula de glucosa y la secrecion de lactato en el
microambiente tumoral. A este desacoplamiento entre la glucdlisis y el TCA se
conoce como efecto Warburg o glucélisis aerobia, y es un fenotipo metabdlico

caracteristico del cancer (Lu, 2019).

q) Tejido diferenciado b Tejido en Tumor

proliferacion 4.

.’, ] ,)

Glucosa Glucosa Glucosa
0, Piruvato i 0, Piruvato

Piruvato
( & 9 Eactito { ) Lactato
Qi |
Lactato
CO.
CO, -

Fosforilacion Glucolisis Glucolisis
oxidativa anaerobia aerobia
36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (efecto Warburg)
mol de glucosa mol de glucosa 4 mol ATP/mol de glucosa

Figura 3. El efecto Warburg frente a fosforilacion oxidativa. (a) En células sanas, el ATP se
obtiene por fosforilacion oxidativa que produce eficientemente cerca de 36 moléculas de ATP por
cada molécula de glucosa metabolizada. En contraste, (b) los tejidos tumorales proliferativos, en
especial en circunstancias de hipoxia, utilizan la glucdlisis aerobia para producir energia para la
sobrevida celular y para generar los elementos esenciales de nuevas células. (Longo et al., 2018)
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Como se mencion6 antes, en las células normales el piruvato resultado de la
glucdlisis, es convertido a acetil-CoA por la piruvato deshidrogenasa (PDH), asi
puede entrar en el ciclo de Krebs para liberar NADH que impulsa el proceso del
transporte de electrones para generar ATP. En células cancerigenas se ve
incrementada la actividad de la piruvato deshidrogenasa cinasa (PDK) que fosforila
a la PDH dejandola inactiva lo cual disminuye la oxidacion del piruvato en la
mitocondria y aumenta la conversidn de piruvato a acido lactico en el citosol,
ademas, el gen que codifica la piruvato deshidrogenasa cinasa 1 (PDK1) es un
objetivo directo de HIF-1a, por lo que en hipoxia también aumenta la produccién y
accion de PDK1 (Figura 4) (Kim et al, 2006).

Figura 4. El papel de la PDK como
promotora de la produccion de
lactato. En las células
cancerigenas se manifiesta una alta

actividad de la enzima PDK1 que

PIRUVATO LACTATO redirecciona el metabolismo hacia

la produccion de lactato, inhibiendo
PDK —| / la conversién de piruvato en Acetil
CoA. Tomado y Modificado de

Acetil CoA (Rebellon et al., 2014).

GLUCOSA

Glucélisis

HIF-1a

Ciclo TCA

ATP

1.1.3.2 Resistencia a la

anoikis

Ademads de incrementar el metabolismo anaerdbico, PDK1 esta implicada en el
desarrollo de resistencia a la anoikis. La anoikis es un proceso apoptotico al que las
células se someten al perder contacto con la matriz extracelular o las células
vecinas. La sobreexpresion de PDK1 protege a las células cancerosas de la anoikis,
y desarrollan su capacidad de sobrevivir al desprendimiento de los sitios primarios
y propagarse por todo el organismo (Kim et al, 2012), mientras que el agotamiento
de PDK1, restablece la susceptibilidad a la misma (Guo et al, 2019). Debido a lo
anterior, dicha enzima resulta atractiva como un blanco terapéutico proapoptético y

anti metastasico en el desarrollo tumoral.
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1.1.3.3 Glutamindlisis
Las células cancerosas en proliferacion aumentan su captaciéon de glutamina que

es metabolizada a glutamato y posteriormente a a-cetoglutarato (a-KG), por un
proceso denominado glutamindlisis (Estévez-Garcia et al., 2014). La glutamindlisis
esta regulada positivamente en muchos tipos de cancer, debido la conversién de
piruvato en lactato, que reduce la entrada de carbono derivado de la glucosa hacia
la acetil-CoA, y el drenaje permanente de los intermediarios del ciclo del TCA en

vias biosintéticas (Vanhove, 2019).

La glutamina proporciona la fuente crucial de nitrégeno a estas células que
proliferan rapidamente para la sintesis de aminoacidos. Ademas, en lugar de oxidar
completamente la glutamina para producir ATP, las mitocondrias de las células
cancerosas derivan la glutamina en citrato para la produccion de lipidos y para la
produccién de NADPH por la isocitrato deshidrogenasa (IDH), y en malato que
también puede convertirse en piruvato por la enzima malica y producir NADPH.
Aunque puede parecer que esta forma de metabolismo es ineficiente por la reducida
produccién de energia, la mayor producciéon de ATP no cumple los requisitos de una
célula que se multiplica rapidamente tan efectivamente (Li et al, 2015) si no se tienen
los intermediarios del ciclo de TCA suficientes que alimenten las rutas anabdlicas
gue son operativas en células en crecimiento y en proliferacién (Ahn y Metallo,
2015).

2. Cancer pulmonar
2.1. Definicion y epidemiologia
El cancer es una patologia que se puede presentar en cualquier 6rgano del cuerpo

y se clasifica segun las caracteristicas de las células. El cancer de pulmén se divide
en dos clases histoldgicas, que crecen y se propagan de manera diferente, el cancer
de pulmén de células no pequefias (CPNCP) y el cancer de pulmdn de células
pequenas (CPCP), dicha clasificacion es importante para la eleccién del tratamiento
y el pronéstico de la enfermedad (Hassan et al. , 2015). EIl CPNCP supone el 80-
85% de los canceres de pulmoén e incluye fundamentalmente los siguientes tipos
histoldgicos: epidermoide, adenocarcinoma y de células grandes (OncoSur, 2007).
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El cancer de pulmén es el mas comun y la principal causa de mortalidad
relacionada con el cancer en el mundo. En el 2018, el Observatorio Mundial del
Céancer (GLOBOCAN, por sus siglas en inglés) lo posicioné como la primera
causa de muerte en hombres, y la segunda en mujeres (Bray et al., 2018). En
2013, en México, fue la segunda y cuarta causa de muerte entre hombres y mujeres
respectivamente (Mohar-Betancourt et al., 2017). Actualmente se encuentra como
la cuarta causa de muerte en ambos géneros (World Health Organization [WHO],
2018). Sin embargo, sigue representando un problema de salud debido a la falta
de tratamientos efectivos. La radioterapia es el principal tratamiento de primera
linea para el cancer de pulmdn en pacientes en etapa avanzada y etapa temprana
asociada a otras patologias, que no pueden ser sometidos a cirugia, pero la tasa
de supervivencia a 5 afnos sélo ha mejorado hasta un 20% (Sun et al., 2015).

2.2 Tratamiento
Las opciones de tratamiento para los pacientes con CPCP y CPCNP son diferentes.

La quimioterapia y la radioterapia se consideran las opciones de tratamiento
estandar para los pacientes con CPCP, mientras que para el CPCNP el tratamiento
depende principalmente del estadio sin importar el subtipo histolégico (Lu et al.,
2019). La cirugia es el tratamiento estandar para el estadio | de CPCNP,
desafortunadamente, al 25% de los pacientes no se les ofrece esa posibilidad por
otras comorbilidades médicas que impiden la resecciéon segura (McMurry et al.,
2017).

Recientes estudios sobre el perfil molecular del CPCNP han identificado muchos
objetivos terapéuticos nuevos, asi como una inestabilidad genémica extrema que
explica el alto grado de resistencia al tratamiento convencional con citostaticos
(Kutkowska et al., 2017). Gracias al estudio y una mayor compresion de las vias
biolégicas que impulsan la supervivencia, la proliferacién y la metastasis, se han
evaluado una amplia variedad de agentes antiangiogénicos, inhibidores del factor
de crecimiento, agentes proapoptoéticos y moduladores epigenéticos (Schneider y
Kalemkerian, 2016).
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La reprogramacion metabdlica es un fenotipo caracteristico del cancer que también
ha sido foco de atencién para la busqueda de nuevas terapias para combatir el
cancer. Dentro de las moléculas con accion sobre el metabolismo se encuentra el
dicloroacetato (DCA) que es un monocarboxilato utilizado para tratar enfermedades
metabdlicas o cardiovasculares hereditarias debido a su capacidad para bloquear a
la piruvato deshidrogenasa cinasa (PDK) que juega un papel importante en la
inhibicion de la oxidacion del piruvato al final de la glucolisis. En cancer se utiliza
principalmente para reducir la acidosis lactica.

El DCA reduce la accion de PDK sobre la PDH, lo que provoca un aumento en la
actividad del PDH, produciéndose mayor cantidad de acetil- CoA redirigiendo el
metabolismo hacia el ciclo de Krebs y cadena respiratoria (Tan Allen et al., 2015)
(Figura 5). Esto supondria que el comportamiento metabdlico de la célula tumoral
es similar al de una célula sana en condiciones de normoxia, por lo que se esperaria
una disminucién en la concentracién de HIF y de la transcripcion de los genes
implicados en la adaptacién a la hipoxia y desarrollo del cancer, aumentando la
susceptibilidad de la célula al estimulo de otras moléculas.

Figura 5. Mecanismo de accién
PIRUVATO del DCA. Como inhibidor de
PDK, el dicloroacetato (DCA)

HIF-la = PDK () PDH puede atenuar la progresion del
ranseripeion —|— cancer a través de la fosforilacion
. de la piruvato deshidrogenasa

Acetil CoA P g

regulando el inicio del ciclo de
Krebs y la cadena respiratoria.
Tomado y modificado de:

CICLO TCA (Rebelldn et al., 2014).

FOSFORILACION

OXIDATIVA
Por otro lado, el 2-

metoxiestradiol (2ME) es un metabolito natural de los estrégenos enddégenos 17b-
estradiol y 2-hidroxiestradiol, que tiene un efecto antiproliferativo y proapoptético
gue ha sido comprobado en varias lineas celulares in vitro (Parks et al., 2011). Sin
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embargo, dicho efecto no estd asociado a su interaccion con los receptores de
estrogenos. En un estudio que se realiz6 en células de cancer de prostata se
demostrd que el 2ME regula negativamente a HIF-1a en el nivel postranscripcional
e inhibe la expresion del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) que
promueve la angiogénesis. La inhibicién de HIF-1a se produce corriente abajo de la
interaccion del 2ME con los sitios de union de colchicina, inhibiendo la formacion de
los microtdbulos y provocando la interrupcion de la interfase G2/M (Mabjeesh et al.,
2003). En un trabajo reciente se reportd6 que 2ME inhibe el crecimiento celular e
induce la apoptosis en las células A549 en condiciones de normoxia, pero no bajo

las condiciones de hipoxia (Aquino-Galvez et al., 2016).

3. Justificacién
En México y a nivel mundial el cancer de pulmén es una de las principales causas

de muerte, ya que existen pocos tratamientos que son efectivos en un nimero
reducido de casos. Se sabe que una de las posibles causas de la resistencia a la
radio y quimioterapia es el estado hipoxico de las células cancerigenas. Los altos
niveles de expresion de HIF-1a se correlacionan positivamente con la progresion
del tumor y el mal resultado del paciente en el cancer de pulmén debido a los
cambios genéticos y fisioldégicos que ocasiona y promueven el desarrollo del cancer
favoreciendo la supervivencia celular. HIF-1a aumenta la expresién de
transportadores de glucosa para aumentar su captacion de glucosa, asi como la
expresion de PDK que tiene un papel importante en el metabolismo aerébico de las
células cancerosas y su resistencia a la quimioterapia. Es por eso que en este
trabajo se destaca el uso del DCA, que reduce la actividad de la PDK y permite la
accion de PDH y un aumento en la conversién de piruvato a acetil-CoA con la
consecuente entrada al ciclo de Krebs y oxidacion fosforilativa, asi, mediante un
andlisis cuantitativo de los metabolitos implicados en la glucdlisis y la glutamindlisis,
se busca comprobar el estado normoxico de las células cultivadas y estimuladas
con DCA, incluso bajo condiciones de hipoxia. Por otro lado, la respiracién normal

de una célula supondria que los niveles nucleares de HIF-1a disminuyen y las
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células estarian vulnerables a la accién antimitética del 2ME, accidn que se evaluara

mediante el analisis de la viabilidad de células A549.

4. Hipétesis
Las células A549 expuestas a DCA mantendran las caracteristicas metabdlicas de

las células en ambiente norméxico, condicién que permitira las acciones citotéxicas
del 2ME.

5. Objetivos
5.1 Objetivos Generales

Evaluar los efectos del DCA sobre los marcadores metabdlicos en las células
A549 en condiciones de normoxia e hipoxia
Analizar los efectos citotéxicos del 2ME en las células A549 después de ser

expuestas a DCA.

5.2 Objetivos Especificos

Evaluar el efecto del DCA en el metabolismo de las células A549 en
condiciones de hipoxia, a través de la cuantificacion de glucosa, lactato,
glutamina y glutamato.

Evaluar el efecto del 2ME en el metabolismo de las células A549 en
condiciones de hipoxia, a través de la cuantificacion de glucosa, lactato,
glutamina y glutamato.

Evaluar el efecto del DCA en combinacién con el 2ME sobre el metabolismo
de las células A549 en condiciones de hipoxia, a través de la cuantificacion
de glucosa, lactato, glutamina y glutamato.

Evaluar el efecto del DCA en combinacién con 2ME en la viabilidad de células

A549 en condiciones de normoxia e hipoxia.

6. Material y métodos
Este estudio se realizé en el laboratorio de Oncologia Biomédica en el Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) del 01 de abril del 2018 al 01 de
julio del 2019.
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6.1 Adquisicidon y preparacion de farmacos
ElI DCA y el 2-ME se adquirieron de Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO), asi como el

dimetilsulféxido (DMSO). ElI DCA liofilizado se disolvi6 en medio Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) y se mantuvo una concentracion de 40mM. El
2ME se solubiliz6 en DMSO vy el stock obtenido fue de 33mM. Las posteriores

diluciones se realizaron en medio DMEM para una concentracion final de 10uM.

6.2 Cultivos celulares
Las células A549 de adenocarcinoma pulmonar humano que forman parte del grupo

CPCNP, se obtuvieron de la ATCC (American Type Culture Collection). Las células
se mantuvieron en medio de cultivo DMEM enriquecido al 10% con suero fetal
bovino (SFB) y antibiético-antimicético al 1.0%. El cultivo se incubo a 37° C, en un
ambiente con CO:2 al 5%. Se realizaron subcultivos para la propagacién de las

células.

6.3 Aplicacion de tratamientos
Las células se dividieron en cuatro grupos experimentales y una vez alcanzada la

confluencia del 90%, fueron expuestas a los diferentes tratamientos farmacol6gicos
como se sefala a continuacion: 1) células que no recibieron tratamiento 2) células
tratadas con 40 mM de DCA, 3) células con 10uM de 2-metoxiestradiol, y 4) células

con la combinacién de DCA y 2ME a las concentraciones ya sefialadas.

Dicho ensayo fue realizado en condiciones de normoxia (5% de COz2) e hipoxia (1%
de O2,) a 37 °C durante 72 h.

Para las condiciones de hipoxia se utilizé6 una camara de incubacién modular con
una mezcla de 95% N2y COz2, el contenido de oxigeno dentro de la camara fue del
1%.

Los tratamientos fueron preparados en medio de cultivo DMEM con antibiético al
0.1% y enriquecido con SFB al 1% para minimizar variables en el crecimiento y
proliferacién celular.
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6.4 Determinacioén de glucosa, glutamina, lactato y glutamato
Para evaluar los efectos de los farmacos sobre el metabolismo de las células A549

se determinaron las concentraciones de glucosa, lactato, glutamina y glutamato en
los sobrenadantes de cada muestra. Para ello cada muestra fue homogenizada e
inmediatamente se cargaron 100 ul en una placa de 96 pozos para su lectura en el
analizador bioquimico YSI 2900 (Life Sciences, Ohio, USA). El analizador conté con
membranas con enzimas inmovilizadas d-glucosa oxidasa, L-lactato oxidasa, L-
glutamina oxidasa o &cido L-glutamico oxidasa (YSI, Ohio, USA). El equipo hizo el
analisis en 20 ul de cada muestra, los cuales deposita en la camara de reaccién y
reporta la cantidad del metabolito correspondiente presente en la muestra. Se
prepararon estandares especificos y se usaron de acuerdo con las especificaciones
del fabricante. Los datos se reportan como glucosa y glutamina consumida y lactato
y glutamato producido (mmol/L*mg proteina), los valores reales fueron calculados
por diferencia entre la concentracion inicial y la concentracion final. Se determind el
volumen de evaporacidon para corregir la cantidad de cada metabolito y se
normalizaron con la cantidad total de proteina celular obtenida en cada estimulo, la
cual fue cuantificada con Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific,
USA.).

6.5 Ensayo de viabilidad celular con cristal violeta

La viabilidad celular fue analizada usando el ensayo de cristal violeta para
determinar el posible efecto citotéxico del DCA y 2ME sobre las células A549, en
condiciones de normoxia e hipoxia. Para ello, se cultivaron 2x10* células por pozo,
en placas de 48 pozos y se les agregé medio de cultivo DMEM con diferentes
concentraciones de DCA (5, 10, 20, 30 y 40Mm) y 2ME (0.001, 0.01, 0.1, 1.0y 10
MM) y se incubaron durante 72 horas segun el caso en condiciones de normoxia e
hipoxia.

Terminado el tiempo de incubacién, las células fueron fijadas con 500 pul de
glutaraldehido al 1% durante 20 minutos, se enjuagaron con agua y se dejaron secar
para posteriormente tenirlas con 500 pl de cristal violeta (0.5 %) durante 20 minutos.
El cristal violeta se retird con agua y la placa se dej6é secar a temperatura ambiente
durante 24 horas. A continuacién, a cada pozo se les agregd 200 ul de acido acético
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(10%) y la placa se mantuvo en agitacién constante por 10 minutos. La densidad
Optica de cada muestra se midi6é a 540 nm en un lector de placas Thermo Scientific
Multiskan EX.

6.6 Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados estadisticamente con la prueba de

Kolmogomorov-Smirnoff para evaluar normalidad de los datos obtenidos. Al no
obtener una distribucion normal de los datos, se procedidé a un andlisis no
paramétrico con las pruebas de Kruskal-Wallis para la comparacion de mas de dos
grupos y U Mann-Whitney. Los resultados se presentan como la mediana y sus
rangos inter-cuartiles 25% y 75%. El analisis se realiz6 con el programa SPSS
version 17.0.

7. Resultados
En el presente trabajo se tuvo como objetivo conocer los efectos del dicloroacetato

de sodio (DCA) y el 2-metoxiestradiol (2ME) en el metabolismo de las células A549,
esto con la intencion de establecer nuevos tratamientos farmacoldgicos contra el
cancer de pulmén. Para ello se probaron ambos farmacos solos y en combinacién,
en células de CPCNP.

Con la finalidad de descartar los efectos intrinsecos de los farmacos que influyeran
en los resultados, primero se evaluaron sus efectos citotoxicos Posteriormente se
cuantificaron las concentraciones de glucosa, lactato, glutamina y glutamato que se
consideran marcadores metabdlicos en cancer. Los detalles de los resultados se

muestran y describen a continuacion.

7.1 Determinacion de glucosa y lactato
Como se ha mencionado anteriormente, las células cancerigenas consumen mucha

mas glucosa que las células normales, y aumentan su tasa glucolitica, sin embargo,
la mayor parte del piruvato producido a través de la glucdlisis es convertido hasta
lactato en el citoplasma, debido a un desacoplamiento entre la glucdlisis y el ciclo
de Krebs (Efecto Warburg). Dado que la hipoxia es un factor que potencia el efecto
Warburg, se midié el consumo de glucosa y la produccion de lactato con la finalidad
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de evaluar los efectos del DCA y el 2ME sobre las vias metabdlicas involucradas.
En la Gréafica 1 se observa que en condiciones de normoxia las células sin
tratamiento registraron un consumo de glucosa de 15.23 (12.60-17.28 mmol/L*mg
proteina). En tanto que las células con los diferentes tratamientos presentaron una
disminucién en el consumo como se sefiala a continuacion, el grupo de células con
DCA consumi6 10.00 (8.19-11.62) mmol/L*mg proteina, el grupo con 2ME 13.87
(12.12-14.47) mmol/L*mg proteina y las células con la combinacién de tratamientos
consumi6 10.62 (8.42-13.89) mmol/L*mg proteina. Solo los grupos tratados con
DCA vy la combinacién de tratamientos mostraron diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo sin tratamiento.

En condiciones de hipoxia las células sin tratamiento consumieron 20.52 (19.84-
22.77) mmol/L*mg proteina valor mayor al registrado en condiciones de normoxia.
Este resultado apoya al establecimiento de la hipoxia en el medio celular. Las
células tratadas con DCA consumieron 12.19 (10.93-14.18) mmol/L*mg proteina, el
grupo con 2ME consumié 18.77 (17.23-20.32) mmol/L*mg proteina y el grupo con
la combinacién DCA y 2ME consumi6 13.67 (12.2-13.96) mmol/L*mg proteina, todos
estos valores se encuentran disminuidos significativamente respecto al grupo sin

tratamiento.
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Grafica 1. Comparacién del consumo de glucosa de células A549 estimuladas con
DCA 40 mMy 2ME 10 uM en condiciones de normoxia (N) e hipoxia (H) después
de 24 h de incubacion. *p=0.020, **p=0.001, ***p<0.000, #p=0.006.

En general se observa que en condiciones de hipoxia las células conservan un
patrén de respuesta a los tratamientos similar a las condiciones de normoxia, en
ambos casos el DCA y la combinacion de tratamientos disminuyen el consumo de
glucosa, ademas, al no existir diferencias significativas entre los mismos grupos
celulares en condiciones de normoxia e hipoxia podemos decir que como se
esperaba, el DCA funciona disminuyendo el consumo de glucosa en ambos niveles
de oxigeno. Por otro lado, en ambas condiciones el 2ME aumenta el consumo de
glucosa respecto al grupo con DCA, mostrando diferencias estadisticamente
significativas, sin embargo, observamos que las condiciones de oxigenacion ejercen
un efecto en las células tratadas con 2ME al aumentar el consumo de glucosa en

condiciones de hipoxia respecto a las células normdxicas, dato que seria interesante
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reevaluar en la posterioridad ya que en la literatura no destaca ninguna accién del
2ME sobre el metabolismo glucolitico de las células.

Por otra parte, en la grafica 2 nuevamente se observa un patrén similar de
comportamiento entre ambas condiciones, hay un evidente y significativo aumento
en la produccién de lactato en condiciones de hipoxia para todos los casos,

particularmente, en las células sin tratamiento lo que reafirma el estado hipdxico de

las células.
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Grafica 2. Comparacion de la produccién de lactato de células A549 estimuladas
con DCA 40 mMy 2ME 10uM en condiciones de normoxia (N) e hipoxia (H) después
de 72h de incubacioén. *p=0.01, **p=0.02, ***p=0.001, #p=0.037.

Como se menciond anteriormente, el DCA disminuye el consumo de glucosa lo que
deberia derivar en una menor produccion de lactato, sin embargo, en la grafica 2,
los grupos con DCA y la combinacién de tratamientos en condiciones de hipoxia
aumentan la produccion de lactato de manera significativa con respecto a los grupos
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en normoxia, esto sugiere que en condiciones de hipoxia, no todo el lactato
producido es de origen glucolitico sino de otras rutas metabdlicas asociadas al
estado hipdxico de las células.

En condiciones de normoxia se observa que el grupo sin tratamiento produjo 12.79
(12.60-17.48) mmol/L*mg proteina de lactato, el grupo con DCA vy el grupo con la
combinacién produjeron 8.53 (6.93-10.76) mmol/L*mg proteinay 10.2 (7.84-11.71)
mmol/L*mg proteina respectivamente, con diferencia estadisticamente significativa
frente al grupo sin tratamiento. El grupo tratado con 2ME tuvo una produccién
ligeramente mayor de 14.90 (12.86-15.12) mmol/L*mg proteina de lactato, sin
diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo sin tratamiento.

Por otro lado, al analizar la produccién de lactato bajo condiciones de hipoxia

se observa que el grupo sin tratamiento produjo 22.85 (21.74-28.79) mol/L*mg
proteina, el grupo tratado con DCA 14.65 (12.07-17.07) mmol/L*mg proteina, las
células con 2ME produjeron 25.35 (24.39-26.31) mmol/L*mg proteina y el grupo con
la combinacién produjo 12.66 (11.38-14.96) mmol/L*mg proteina. Al comparar a los
grupos tratados con DCA solo y en combinacion con 2ME contra el grupo sin
tratamiento, existe una menor produccibn de lactato con diferencias
estadisticamente significativas, esto se puede ligar al hecho de que el consumo de
glucosa para estos grupos también se encuentra atenuado por la accion del DCA.

Cuando las células en condiciones de normoxia e hipoxia son tratadas con 2ME se
observa un aumento en la produccién de lactato que es estadisticamente
significativo al compararse con el grupo de células tratados con la combinacion, lo
que podria ser un indicativo de muerte celular sin embargo, y como se observara
mas adelante, el ensayo de viabilidad celular se observa que a las concentraciones
de 2ME y DCA utilizadas el afecto anti proliferativo predomina sobre el efecto
citotdéxico, por lo que nuevamente, el efecto aislado del 2ME sobre la glucdlisis
destaca como candidato a ser estudiado posteriormente.
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7.2 Determinacion de glutamina y glutamato
Para alimentar las vias metabdlicas esenciales para su proliferacion, las células

cancerigenas aumentan su consumo de glutamina para solventar el ciclo de Krebs
a través de los intermediarios de la glutamindlisis. Se ha descrito que la
glutamindlisis también se ve potencializada por la hipoxia, por esta razéon se
cuantificaron el consumo de glutamina y la produccién de glutamato en condiciones
de normoxia e hipoxia. Los resultados obtenidos se describen y muestran a

continuacion.

Contrario a lo que se esperaba, la grafica 3 muestra que las condiciones de oxigeno
no influyen en el consumo de glutamina, sin embargo, de manera individual en
condiciones de normoxia el grupo tratado con 2ME consumi6 2.19 (2.17-2.56)
mmol/L*mg proteina valor menor con diferencias significativas frente al grupo sin
tratamiento que consumié 2.75 (2.55-3.20) mmol/L*mg proteina y el grupo con la
combinacién que consumi6 3.29 (2.95-3.44)mmol/L*mg proteina.
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Grafica 3. Comparacion del consumo de glutamina de células A549 estimuladas
con DCA40 mMy 2ME 10uM en condiciones de normoxia (N) e hipoxia (H) después
de 72h de incubacion. *p=0.01, **p=0.001 y ***p=0.033

En hipoxia, el grupo sin tratamiento consumi6 2.93 (2.75-3.29) mmol/L*mg proteina,
el grupo con 2ME consumi6 2.47 (2.4-2.54) mmol/L*mg proteina, el grupo con DCA
consumi6 2.18 (2.15-2.90) mmol/L*mg proteina y el grupo tratado con la
combinacién DCA y 2ME consumi6 3.53 (3.32-3.63) mmol/L*mg proteina. Al igual
que en normoxia, el grupo tratado con 2ME consumié significativamente menos
glutamina que el grupo sin tratamiento, ademas, resulta interesante el hecho de que
tanto en normoxia como en hipoxia el uso de la combinacion de DCA y 2ME
consuma mas glutamina incluso que el grupo control, y aunque solo bajo
condiciones de hipoxia el analisis estadistico arrojé una diferencia estadistica, se
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cree pertinente ahondar mas adelante sobre el comportamiento de las células al ser

expuestas a la alternativa farmacolégica propuesta.

Los resultados anteriores hacen suponer que, el consumo de glutamina no depende
sélo de la condicién de oxigeno sino de otras caracteristicas del medio, como la

concentracion de glutamina extracelular u otros metabolitos.

Ahora bien, como producto del metabolismo de la glutamina, se cuantificé glutamato
en condiciones de hipoxia y normoxia. En la grafica 4 se observa que cuando las
células no son expuestas a ningun tratamiento, aumentan la produccién de
glutamato en hipoxia con diferencia estadisticamente significativa. Aunque
aparentemente existen diferencias entre los grupos tratados con DCA sélo y en
combinacién, no se registrd ninguna significancia estadistica entre una condicion de
oxigeno y otra.

En condiciones de normoxia el grupo sin tratamiento produce 0.62 (0.525-0.735)
mmol/L*mg proteina, el grupo con DCA 0.87 (.85-1.18) mmol/L*mg proteina, grupo
con 2ME produjo 0.66 (0.62-0.82) mmol/L*mg proteina y la combinacién DCA y 2ME
1.17 (1.11-1.28) . Los grupos tratados con DCA sélo y en combinacién produjeron
mas glutamato respecto al grupo sin tratamiento con diferencia estadisticamente
significativa, mientras que el grupo con 2ME produjo significativamente menos
glutamato que los grupos con DCA sélo y en combinacion. Segun la informacion de
la grafica 4 podemos decir que en normoxia la produccion de glutamato esta ligado
al consumo de glutamina, puesto que las graficas muestran un patron de
comportamiento similar, es decir, a mayor consumo de glutamina, mayor es la

produccién de glutamato.
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Grafica 4. Comparacioén de la produccién de glutamato de células A549 estimuladas
con DCA 40 mMy 2ME 10uM en condiciones de normoxia (N) e hipoxia (H) después
de 72h de incubacion. *p=0.002,**p=0.02 y ***p<0.001.

En hipoxia, la produccion de glutamato sigue un patron similar al de normoxia, sin
embargo, ahora se observa una diferencia estadisticamente significativa a la baja
entre el grupo sin tratamiento y el grupo con 2ME. Ademas, aparentemente en
normoxia e hipoxia la mayor produccién de glutamato fue por parte del grupo con
DCA y 2ME y aunque no presentan una diferencia significativa contra sus

respectivos controles, sigue un comportamiento ligado al consumo de glutamina.

7.3 Viabilidad de células A549 estimuladas con DCA y 2-ME
De acuerdo con los resultados anteriores el DCA funciona disminuyendo el consumo

de glucosa en los grupos tratados con DCA y la combinacién y en los diferentes

niveles de oxigeno, ademas como consecuencia, también se ven disminuidos los
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niveles en la produccién de lactato. Sin embargo, al usar 2ME se observa un
aumento en la produccion de lactato que es estadisticamente significativo al
compararse con el grupo de células tratados con la combinacién, lo que podria ser
un indicativo de muerte celular. A continuacion se muestran los resultados en la
viabilidad de las células a diferentes concentraciones de 2ME y DCA con la intencion
de determinar qué tipo de efecto (anti proliferativo o citotoxico) de los farmacos.

La grafica 5 muestra que las células sin tratamiento proliferaron hasta 280% mas
con respecto al porcentaje inicial (sefialado con la linea base).
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Grafica 5. Proliferaciéon celular de A549 a 72 horas con diferentes concentraciones

de DCA y 2ME en condiciones de normoxia.

Por otra parte, cuando las células son tratadas con DCA en conjunto con el 2ME a
bajas concentraciones, se observa un incremento de hasta 200% en el nimero de
células respecto al grupo de células sin tratamiento. No obstante conforme se
aumentan las concentraciones de ambos farmacos estos efectos se ven atenuados
hasta registrarse un niumero de células similar al iniciarse el cultivo (sefialado en la
linea base) con las concentraciones mas altas de ambos farmacos. Sin embargo

con las concentraciones mas altas de 2ME y las diferentes concentraciones del
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DCA, solo se alcanza un incremento del 50% con respecto al numero inicial de
células, efecto muy parecido al reportado con las concentraciones mas altas de

ambos farmacos.

En la grafica 6 se muestran los resultados bajo condiciones de hipoxia y se observa
que la respuesta de las células a los diferentes tratamientos farmacolédgicos fue
similar, no obstante es importante destacar que en estas condiciones las células sin
tratamiento no alcanzan el porcentaje que se registra en condiciones de normoxia,
el cual fue de 280 % y en este caso fue de 180% aproximadamente y tampoco se
ve un aumento pronunciado en el numero de células al ser tratadas con los
farmacos, ya que este fue del 100% aproximadamente con respecto a las células
sin tratamiento. No obstante el efecto de las combinaciones de ambos farmacos fue
dependiente de las concentraciones tendiendo a disminuir el porcentaje de las
células conforme aumentaron. Las concentraciones altas de 2ME (1 y 10um) en
combinacién con las diferentes concentraciones de DCA no favorecieron el
incremento del porcentaje de viabilidad, siendo que con 1um la viabilidad aumento
de 50 a 0 conforme fue aumentando la concentracion de DCA y la 10um presento

citotoxicidad al disminuir el porcentaje de células que iniciaron el cultivo.
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Grafica 6. Proliferaciéon celular de A549 a 72 horas con diferentes concentraciones
de DCA y 2ME en condiciones de hipoxia.

En resumen, las graficas 5 y 6, muestran una curva dosis-respuesta, dependiente
de la concentracion, ya que a medida que aumentan las dosis de DCA y 2ME el
porcentaje de proliferaciéon celular tiende a disminuir, lo que sugiere que los
compuestos a bajas concentraciones puedan estar favoreciendo la proliferacion
celular, una respuesta que seria interesante evaluar mas adelante. Considerando lo
anterior la combinacidn que result6 de interés para estudiar el efecto citotdxico sobre
las células A549, fue la de DCA 40mM y 2ME 10um que no favorecio la proliferacién

celular.

8. Analisis de los resultados
8.1 El papel del dicloroacetato de sodio (DCA) en la reprogramacion del

metabolismo celular
Una de las posibles causas de la resistencia a la radio y quimioterapia es el estado

hipoxico de las células cancerigenas y se correlaciona positivamente con la
progresion y agresividad del tumor, resultando en un mal pronéstico para el paciente
con cancer de pulmén de células no pequefas. La hipoxia provoca cambios
genéticos y fisiologicos que promueven el desarrollo del cancer, uno de estos
cambios es la fermentacion de la glucosa a través de la glucdlisis, incluso en
presencia de oxigeno (glucdlisis aerobia). De hecho, el flujo glucolitico exacerbado
se describe como una forma efectiva para que las células cancerosas apoyen la
proliferacion rapida, una adaptacién que no esta presente en la mayoria de las
células normales. Este flujo glucolitico exacerbado se ha vuelto un objetivo atractivo
para los tratamientos debido a su especificidad para las células cancerosas
(Schoonjans et al., 2020), es por eso que y de acuerdo a los resultados obtenidos
en este trabajo se destaca el uso del DCA para conservar el fenotipo metabélico de
las células A549 normoxicas, que se ve afectado por la disponibilidad de oxigeno.

Dentro de los cambios genéticos y fisioldégicos que se presentan en hipoxia se
destaca la expresion de HIF-1a el cual en estas condiciones regula la expresion de

proteinas que regulan involucradas en el metabolismo glucolitico como la lactato
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deshidrogenasa (LDH), la piruvato deshidrogenasa cinasa (PDK), los

transportadores de glucosa (GLUT) entre otras (Al Tameemi et al., 2019).

En la presente investigacion se confirmé que en condiciones de hipoxia las células
aumentan el consumo de glucosa y produccion de lactato , cambios que estan
asociados a HIF-1q, el cual aumenta la actividad de la PDK que fosforila a la PDH
inactivandola y disminuyendo la oxidacién del piruvato en la mitocondria (Figura 6).
El piruvato se conserva para su reduccién a lactato por la LDH, lo que resulta en el
reciclaje de NAD+ y la produccién de ATP en el citosol permitiendo que prevalezca
la glucolisis, que es necesaria para la oncogénesis. Sin embargo, cuando las células
son tratadas con DCA, el consumo de glucosa y produccion de lactato disminuyen
significativamente, tal como lo demostraron Ma et al (2018), quienes proponen el
uso de la combinacién de DCA con un quimioterapéutico, sobre células de CPCNP
A549, con la finalidad de mejorar la actividad anticancerigena de este ultimo.

La capacidad del DCA para inhibir a la PDK y restituir a la respiracion mitocondrial
se ha probado in vitro y en modelos animales de rifidn, vejiga, cabeza y cuello,
mama entre otros tipos de canceres. Estos estudios han demostrado que las
acciones del DCA se centran en las relaciones PDH fosforilada (inactiva):PDH
desfosforilada (activa), reduccién de la glucdlisis, niveles reducidos de lactato
citoplasmético y piruvato, y un mayor consumo de oxigeno, todo lo cual es
consistente con un mayor uso de piruvato por las mitocondrias (Woolbright et al.,
2019).
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Figura 6. Reprogramacion metabdlica en células de adenocarcinoma pulmonar A549. Bajo
condiciones de hipoxia (pO2<10 mmHg) se activa el HIF-1q, el cual es el responsable de la expresion
de proteinas involucradas en el metabolismo glucolitico de las células, tales como PDK, GLUTs y
LDH. Si bien esta demostrado que el DCA, inhibe la accién de PDK sobre PDH redirigiendo el
metabolismo a una oxidacion completa de la glucosa, existen otros elementos en el microambiente
celular, como la concentracién de glutamina, que al ingresar a la célula afecta el flujo de PDH dando
lugar a una disminucion de la conversion de piruvato a acetil CoA y favoreciendo la conversién de
piruvato a lactato. Esto ultimo hace que el DCA por si s6lo no sea un tratamiento efectivo sobre el
fenotipo glucolitico de las células tumorales, y redirige a un estudio més profundo sobre terapias que
apunten a la glutamindlisis. GLUTs; Glucotransportadores, HIF-1a; Factor Inducible por Hipoxia,
pO2;Presion parcial de Oxigeno, LDH; Lactato deshidrogenasa, PDK; Piruvato deshidrogena cinasa,
PDH; Piruvato deshidrogenasa, DCA; Dicloroacetato de sodio, a-KG; alfa-cetoglutarato; Gin;
Glutamina, ASCT2; Transportador Alanina, Serina y Cisteina, GLS; Glutaminasa, GDH; Glutamato
deshidrogenasa

Péagina 28 de 37



8.2 Efecto de la concentracidon de oxigeno en el consumo y metabolismo de
la glutamina
Otro evento metabdlico asociado al efecto Warburg son los aumentos de la

produccién, acumulacioén vy liberacion de lactato (San-Milldn y Brooks, 2016). El
lactato derivado de la glucdlisis es absorbido por las células circundantes a través
del transportador de monocarboxilato 1 (MCT1) (Tataranniy Piccoli, 2019), luego el
lactato estabiliza a HIF-2a, este luego transactiva c-Myc que imita una respuesta a
la hipoxia. La activacion de c-Myc desencadena la expresion del transportador de
glutamina ASCT2 y de la glutaminasa 1 (GLS1), lo que resulta en una mejor
absorcién y catabolismo de glutamina (Pérez-Escuredo et al, 2016). No obstante,
este evento no fue reproducible en nuestras condiciones experimentales ya que no
se registraron diferencias en los niveles de glutamina consumidos entre las células
en normoxia e hipoxia, esto puede deberse a que mas alla de las condiciones de
oxigeno, otros elementos del ambiente celular pueden afectar la captacion de
glutamina. Damiani et al. (2017) disefiaron un sistema predictivo de simulacién
metabdlica computarizado, cuyos resultados después fueron comprobados en
modelos in vitro e in vivo, dichos resultados destacan que a una concentracion de
glucosa disponible (suficiente para saturar el medio celular), niveles variables de
oxigeno y una concentracion constante de glutamina, esta ultima disminuye el flujo
de piruvato deshidrogenasa y aumenta la fraccion de glucosa fermentada a lactato
lo que hace que la glucdlisis aerbébica sea Optima para el crecimiento sin la

necesidad de aumentar el consumo de glutamina como fuente de carbono alterna.

Por lo anterior, podemos decir que el metabolismo de la glutamina esta vinculado
con la glucdlisis aerobia pero no son procesos dependientes, lo que sugiere que las
células podrian evadir las terapias dirigidas s6lo a la glucdlisis, y a pesar de la
ausencia de diferencias entre normoxia e hipoxia, explicaria por qué tampoco se
presentan diferencias significativas en el consumo de glutamina al tratar las células
con DCA y la combinacién de tratamientos.

Algo que cabe destacar es que en ambas condiciones de oxigeno el 2ME disminuye
significativamente el consumo de glutamina respecto a las células sin tratamiento y

las tratadas con la combinacién de DCA y 2ME. Gorska-Ponikowska et al. (2017)
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evaluaron al 2ME a 10 um como inhibidor de la acciéon de la serina y glicina como
agentes estimulantes de la proliferacién celular en el osteosarcoma, si bien, los
elementos del modelo experimental son diferentes, da un indicio a evaluar los
efectos del 2ME sobre la reprogramacion del metabolismo asociado a los

aminoacidos y sus consecuencias en la proliferacién de células cancerosas.

Por otro lado, a pesar de que el aumento en el consumo de glutamina en hipoxia
respecto a normoxia, no fue demostrado en el experimento como se esperaba, si
se obtuvo un aumento en la produccién de glutamato por parte de las células sin
tratamiento en hipoxia contra el grupo control en normoxia y este aumento
concuerda con los resultados obtenidos por Jiang et al. (2017), que observaron que
bajo condiciones de hipoxia las células de cancer de pulmén A549, aumentan la
absorcién de glutamina y su utilizacion sigue un ciclo de TCA ramificado dado que
no se oxida completamente y esto determina el flujo de glutamato a a-cetoglutarato
(a-KG) y de a-KG en dos sentidos: hacia malato o hacia citrato, y luego a acetil-CoA
para volver a iniciar el ciclo TCA o la biosintesis de acidos grasos.

8.3 Efecto de la combinacion de DCA con 2ME en la viabilidad celular
Como se esperaba, en el ensayo de viabilidad de las células A549, las células sin

ningun estimulo farmacolégico y bajo condiciones de hipoxia, donde la
concentracion de lactato es superior que en condiciones de normoxia, la
proliferaciéon celular estuviera aumentada, sin embargo, este mismo
comportamiento se observd en células estimuladas a bajas concentraciones de
DCA esto se puede asociar a que no hay una disminuciéon en la produccién de
lactato y se ha demostrado que las células de adenocarcinoma de pulmén inducen
biogénesis mitocondrial para apoyar la supervivencia y proliferacion en la acidosis
lactica. Ahora bien, en normoxia se observa el mismo aumento en la proliferacion
celular a bajas concentraciones de DCA, lo que concuerda con el estudio realizado
por Romero-Garcia et al. (2019), que demuestran que la concentracidén de glucosa
en el medio también determina la tasa de supervivencia y proliferacion, asi una
concentracion apreciable de glucosa promueve una proliferacion sostenible
significativamente mas larga.
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En un estudio anterior, cuando las células A549 fueron expuestas a 10uM de 2ME
bajo condiciones de hipoxia, no hubo una respuesta significativa en la inhibicién del
crecimiento celular, en comparacién de las células que fueron expuestas a 2ME
10uM bajo condiciones de normoxia (Aquino-Galvez et al., 2016) lo que significa,
una resistencia a los efectos farmacolégicos del 2ME. Existen estudios que
sustentan la quimioresistencia de las células A549 a algunos quimioterapéuticos,
por lo que se busca disminuir las condiciones que generan dicha resistencia. Por
ejemplo, un estudio realizado por Xuan et al. (2014) demostré que el aumento en la
resistencia de células de cancer gastrico al 5-flourouracilo (5-FU) causada por un
aumento en la produccién de PDK bajo condiciones de hipoxia volvié a la linea base
después de la adicion de DCA, bajo este argumento se esperaba que las células
respondieran con efectividad a la accion antiproliferativa del 2ME. Como se
esperaba, cuando las células se estimularon con 2ME 10uM en combinacién con
DCA 40mM en condiciones de normoxia se observa que la viabilidad de las células
disminuye. Por otro lado, los datos bioquimicos, en los que el 2ME aumenta la
produccién de lactato de manera significativa tanto en normoxia como en hipoxia,
en comparacién con el grupo control y el resto de los grupos tratados, indican que
se podria estar llevando a cabo mecanismo de muerte celular inducido por la accion
del 2ME, ya que el uso de DCA en hipoxia deja fuera la posibilidad de muerte por
disminucién del pH del medio.

9. Conclusidn
ElI DCA disminuye el consumo de glucosa y la produccién de lactato en normoxia e

hipoxia, sin embargo, no se genero6 evidencia de que el DCA tiene un efecto sobre
el metabolismo de la glutamina, no obstante el 2ME en hipoxia, disminuye el
consumo de esta y la produccion de glutamato y aumenta la produccién de lactato.

Por otro lado, la combinacién del DCA 40mM con 2ME 10uM disminuy6 el % de
células viables tanto en normoxia como en hipoxia. Con relacion a lo expuesto, se
puede concluir que la combinacion de los farmacos propuestos parece tener un

efecto antiproliferativo sobre las células A549 incluso en condiciones de hipoxia.
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10. Perspectivas de estudio
Anteriormente se ha hablado de la hipoxia y su efecto sobre el metabolismo de los

aminoacidos (glutamindlisis), por lo cual y segun los resultados obtenidos en esta
investigacion queda abierta la posibilidad de indagar a fondo sobre el efecto del 2ME
en el metabolismo de los aminoacidos debido al efecto que tiene sobre el consumo
de glutamina y la produccién de lactato y glutamato, en condiciones de hipoxia. Asi
mismo, aunque se demostrd que la combinacion de los farmacos propuestos tiene
un efecto antiproliferativo se requiere de pruebas mas especificas para determinar
si el efecto antes mencionado se debe a la accion del 2ME y comprobar su
citotoxicidad.
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