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ANTECEDENTES

Cancer

El cancer de células no pequefias de pulmén (NSCLC) se divide en varios tipos,
incluyendo adenocarcinoma, carcinoma (Molina et al, 2009). La enfermedad es
mMas propensa a ser diagnosticada en una etapa tardia, en un punto en que solo el

tratamiento paliativo es el disponible (Siegel et al, 2013).

El cancer pulmonar es el tipo de cancer mas comunmente diagnosticado a nivel
mundial y su incidencia continda creciendo. En 2012, un estimado de 1.8 millones
de casos nuevos de cancer pulmonar fueron diagnosticados a nivel mundial,
aproximadamente 13% del total de canceres. Entre todos los canceres, el cancer
pulmonar tiene ahora la mas alta tasa de mortalidad en la mayoria de los paises,

mayormente en paises industrializados y Europa (WHO GLOBOCAN, 2012).

Fibrosis

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) se define como la forma especifica de
neumonia intersticial crénica mas comudn y severa, que se caracteriza por su
naturaleza fibrosante y progresiva de origen idiopéatico (Tzouvelekis et al, 2015).
Su prevalenciaes principalmente en los adultos mayores, la participacion
exclusivamente pulmonar y patron de neumonia intersticial usual es diagnosticado
por histopatologia y / o radiologia (Ilwai K et al, 1994; Coultas et al, 1994). A nivel
mundial se ha encontrado con una prevalencia estimada de 20 casos por cada

100,000 en hombres y 13 casos por cada 100,000 en mujeres (Kim et al, 2006).



Actualmente se estima que los rangos de muerte de la Fibrosis pulmonar
idiopética son de 64.3 muertes por millén en hombres y 58.4 muertes por millén en

mujeres en los Estados Unidos (Olson et al, 2007).

La aparente incapacidad de metastasis por parte de FPI no es suficiente prueba
para excluir una conducta neoproliferativa de las células mesenquimatosas
(Kotiligam et al, 2008). Se ha encontrado similitudes citogenéticas entre el cancer
y la FPI relacionadas con alteraciones genéticas y epigenéticas que desregulan el
control proliferativo a nivel molecular (Kuwano et al, 1996). Ejemplos de esto es
que algunos genes supresores tumorales (TSG), como lo es el gen de la triada
histidina fragil (FHIT), que se encuentra mutado en FPI, juego un papel importante
en el cancer de pulmon (Uematsu et al, 2001). Incluso se ha descrito mas
recientemente otras mutaciones que solo se habian encontrado en neoplasias,
como lo es el acortamiento de telomeros y su expresion, en FPI (Cronkhite, et al
2008; Liu et al 2007). Miofibroblastos presentes en FPI pudieran tener un
comportamiento parecido a células neoplasicas, esto resultado de, su alta
produccion de citocinas como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)
y su consecuente disminucion en la produccién de PGE2 como factor antifibrético

(McAnulty et al, 1997).
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pulmonar idiopatica. (Selman, 2006)

Se ha encontrado que TGF-f3 protege a miofibroblastos de la apoptosis y se cree
es debido, en parte, a la activacion de fosfoinositol 3-quinasa (PI3K)/AKT
(Thannickal et al, 2006). Vancheri y colaboradores demostré que en FPI, las
células epiteliales en los alrededores del foco fibrético sugieren que existe
transicion epitelio-mesénquima (EMT). La EMT se considera como una forma de
metaplasia y en muchos tipos de céancer, esta involucrado en fases tempranas de
carcinogénesis y metastasis (De WO et al, 2008). Existen moléculas que
promueven la invasién tumoral y estan relacionadas con un mal prondstico para el
paciente como lo es laminina, fascina y HSP27 (Moriya et al, 2001; Garrido et al,

2003; Pelosi et al, 2003). Chilosi y colaboradores encontraron que células



epiteliales que rodean focos fibréticos expresan grandes cantidades de laminina,

fascina y HSP27 (Chilosi et al, 2006)

Las similitudes patogénicas entre FPl y cancer son: Mutaciones de genes
supresores de tumores, acortamiento de telémeros, hipermetilacion de regién
promotora Thy-1, autosuficiencia en sefales de crecimiento, insensibilidad a
sefales inhibitorias de crecimiento, evasion de apoptosis, comunicaciones célula-
célula alteradas, reclutamiento y diferenciacion de miofibroblastos, habilidad
infiltrativa de miofibroblastos, expresion de moléculas invasivas, activacion de via
Whnt /B-catenina, activacion de via fosfoinositol 3-quinasa/ fosfatasa y homélogo de
tensina-AKT (Vancheri et al, 2010). Por otro lado, existen algunas hipétesis que
sefialan las diferencias entre ambas enfermedades, por ejemplo la metastasis
caracteristica del cancer que ayuda a la diseminacion para invadir otros érganos,

mientras que la FPI es auto limitada a los pulmones (Vancheri, 2013).

Fibrosis pulmonaridiopatica y cancer

Mutaciones de genes supresores tumorales

Acortamiento de teldmeros
Hipermetilaciéon de region promotora Thy-1
Sefales de crecimiento autosuficientes
Evasion de apoptosis
Comunicaciones intercelulares alteradas
Diferenciacion y reclutamiento de miofibroblastos
Habilidad infiltrativa de miofibroblastos

Expresion de moléculas invasivas

Tablal.l Similitudes entre fibrosis pulmonar idiopéatica y cancer. (Modificado de

Vancheri, 2010)



Se ha visto que la fibrosis pulmonar idiopatica al hacer una comparacion de tasa
de sobrevivencia a cinco afios frente algunos tipos de cancer, llega a ser mas
mortifera que cédnceres como de vejiga, mama, colon, leucemia entre otros

(Vancheri et al, 2010).

Vancheri y colaboradores también realiza una comparacion entre las tasas de
mortalidad por cada 100,000 personas de Fibrosis pulmonar idiopética y tipos de
cancer, la FPI llega a tener una mayor tasa de mortalidad que canceres como

tiroides, piel, rindn entre otros (Vancheri, 2013).
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Grafica 1.1 Comparacion de tasa de sobrevivencia a 5 afios para FPI y diferentes

tipos de cancer. Modificado de Vancheri et al 2010



Apoptosis

La apoptosis ha sido reconocida como un importante regulador del desarrollo
tumoral y el crecimiento tumoral neto es dependiente del balance entre

proliferacion y apoptosis (A.H. et al 1992).

Apoptosis es un suicidio programado intracelular ejecutado por la activacion de las
caspasas, una familia de proteasas cisteinicas citoplasmaticas, existen dos vias
mayores, la via extrinseca e intrinseca apoptoticas, que inducen la cascada de
sefalizacion de caspasas (Olson et al, 2001). La via intrinseca involucra el estrés
celular que provoca procesos dependientes de la mitocondria, resultando en la
liberacion de citocromo c y activacion de la caspasa 9 (Olson et al, 2001). La via
extrinseca involucra la activacion de receptores de muerte (DRs) como Fas,
receptor 1 de TNF, DR4 y DRS5, la interaccidn con sus respectivos ligandos lleva
hacia una cascada de sefalizacion iniciada por el reclutamiento de moléculas
asociadas a DR, asi como FADD vy la subsecuente activacion de caspasa 8
(Schulze-Osthoff et al, 1998), esta caspasa luego cataliza una serie de eventos
proteoliticos que resultan en los cambios bioquimicos y morfologicos

caracteristicos asociados con la apoptosis (Theresa M. L et al, 2003).

Hipoxia

El oxigeno es una molécula esencial para la sobrevivencia celular porque es
utilizado como el aceptor final en la respiracion mitocondrial para la produccién de

energia. Hipoxia se refiere a condiciones de oxigeno mas bajas de lo normal, con



concentraciones de oxigeno alrededor de 21% en aire ambiental y de 2 al 9% en la
mayoria de los tejidos sanos. Hipoxia se define como menos del 2% de oxigeno
mientras que anoxia se define como menos de 0.02% de oxigeno (Bertout et al,
2008). La disponibilidad baja de oxigeno se ha asociado con inflamacion, necrosis
y/o neovascularizacion (Murdoch et al, 2005). Ademas células cancerosas
altamente proliferativas pueden superar sus suministros sanguineos Yy
desencadenar hipoxia (Hanahan and Weinber, 2011). Se piensa que la hipoxia

promueve la invasividad y metéstasis (Harris, 2002).

Para adaptarse a la privacion de oxigeno, se alteran vias metabdlicas en diversas
formas y esta bien establecido que HIF-1a induce dos alteraciones importantes en
el metabolismo celular: induccion de la glucolisis e inhibiciébn de la respiracion
mitocondrial lo que se conoce como el efecto de Warburg, a pesar de esto es claro
que la respiracién mitocondrial persiste en muchos tipos de cancer (Bobarykina et
al. 2006; Michenko et al. 2005; Obach et al. 2004). En algunos ensayos se ha
observado que uno de los genes que se encuentran sobre expresado en la FPI es
el factor de transcripcién HIF-1a. De acuerdo con lo anterior, los HIFs pudieran
estar implicados en la patogénesis de la FPI (Tzouvelekis et al 2007; Kick et al

2005).

Una hipétesis propuesta es que el incremento en el flujo glucolitico puede ser
consecuencia de un descenso en la funcién mitocondrial y que el descenso de la
fosforilacion oxidativa puede conferir una ventaja selectiva en células tumorales,
de hecho el aumento de glucolisis puede llevar a un descenso en el dafio inducido

por especies reactivas de oxigeno (ROS) e incrementar las vias anabdlicas que



mantienen la proliferacion. Estas observaciones fuertemente sugieren que el
descenso de la respiracion mitocondrial puede ser una ventaja para el crecimiento

tumoral (Gottlieb and Tomlinson, 2005).

HIF-1a afecta la respiracion mitocondrial por varios mecanismos: al prevenir la
entrada de Acetil-CoA al ciclo de Krebs y participan en la inhibicion de la
respiracion mitocondrial al activar la PDK-1(Kim et al, 2006). PDK-1 se encarga
defosforilarla PDH e inactivarla, al inactivarse es incapaz de llevar a cabo la
conversion de piruvato a Acetil-CoA, provocando que el piruvato se acumule y

convierta en lactato (Semenza, 2010).

Dicloracetato

El Dicloroacetato (DCA) es una molécula pequefia que se ha utilizado durante
muchos afos para el tratamiento de enfermedades como la acidosis lactica y
defectos en el metabolismo mitocondrial la acidosis lactica es comun en las
células cancerigenas que inactivan el complejo piruvato deshidrogenasa (PDC),
estas células generalmente utilizan la glucolisis en lugar de la respiracion
mitocondrial para generar energia, posiblemente como resultado de la hipoxia que
existe en los tumores (Stacpoole et al, 2003). Algunas células cancerosas
obtienen mas del 50 % de su energia a través de la glucdlisis, mientras que la
glucdlisis en las células normales representan menos del 5% de las necesidades
de energia requerida (Warburg, 1956). La piruvato deshidrogenasa (PDH) es la
primera enzima catalitica del complejo PDC que se encuentra en la matriz

mitocondrial de las células eucariotas, el PDC ofrece el primer vinculo entre la



glucolisis y el ciclo de Krebs al catalizar la conversién del piruvato en acetil-CoA
por la descarboxilacién del piruvato, llevado a cabo esto la acetil-CoA puede entrar
en el ciclo de Krebs para liberar nicotinamida adenina dinucleotido (NADH) que
impulsa el proceso del transporte de electrones en la membrana para generar
ATP, la PDH es inactivada al ser fosforilada por la enzima piruvato
deshidrogenasa cinasa (PDK) lo cual disminuira la oxidacién del piruvato en la
mitocondria y aumentara la conversion de piruvato a acido lactico en el citosol
(Bowker-Kinley, 1998). EI DCA reduce la fosforilacién del PDC por la enzima PDK,
esto provoca un aumento en la actividad del PDC por lo cual se forma mayor
cantidad de acetil- CoA y esto redirige el metabolismo hacia el ciclo de Krebs

alejandolo de la glucolisis (Stacpoole, 1989).
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Existen diversas investigaciones que involucran al Dicloracetato y a diversas
lineas celulares cancerosas, en algunos ensayos se muestran tanto resultados
favorables como negativos por la administracion de este farmaco. Wong y
colaboradores realiz6 estudios con DCA en células de céncer endometrial
obteniendo resultados favorables al observar disminucién en la viabilidad celular y
un aumento en la apoptosis tardia de la mayoria de las lineas celulares utilizadas
(Wong et al, 2008). Por otro lado Shahrzad y colaboradores, obtuvo resultados
negativos al determinar que el DCA aparentemente tiene un efecto protector
reduciendo la apoptosis en condiciones de hipoxia en algunas lineas celulares de
cancer colorectal (Shahrzad et al, 2010). Bonnet realiz6 una comparaciéon de
varias lineas celulares de cancer con lineas celulares normales y encontré que las
células de cancer tenian mas mitocondrias hiperpolarizadas y los canales Kv eran
relativamente deficientes, ademéas determinaron que si esta remodelacion
eléctrico-metabdlica era una respuesta adaptativa, su inversion podria aumentar la
apoptosis e inhibir el crecimiento del céancer, por lo que utilizaron DCA y
encontraron que se restaur6 la funcién mitocondrial, restaurando asi la apoptosis,
lo que permite a las células cancerosas autodestruirse y reducir el tumor (Bonnet,

2007).

Después de la administracion de DCA se ha demostrado en algunos ensayos que
se restaura la funcion mitocondrial y se promueve selectivamente la apoptosis de
células tumorales, sin embargo todavia hay resultados contradictorios y dudas
respecto el uso de DCA solo o en combinacién con otros farmacos (Zheng et al,

2013). Varios estudios han sugerido la posibilidad de utilizar DCA como un agente



terapéutico para el tratamiento de tumores malignos, su aplicacion clinica ha sido

limitada debido a la falta de pruebas concluyentes (Cao et al, 2008).

2-Metoxiestradiol

El 2-Metoxiestradiol (2ME) es un metabolito natural de los estrégenos enddgenos

17b-estradiol y 2-hidroxiestradiol (Seegers, et al 1989).

El 2ME es un agente que se ha reportado tiene un efecto antiproliferativo y
proapoptotico en varias lineas celulares in vitro (Mabjeesh et al, 2003; Ricker et
al, 2004). A pesar de ser un metabolito natural del estradiol (E2), 2-ME se liga
pobremente a los receptores estrogenicos (ERs), y por lo tanto, sus efectos
antiproliferativos no son mediados por receptores estrogenicos (Er) (Sutherland

et al, 2005).

El mecanismo anti-tumoral de 2ME es multifacético, el cual incluye la induccion del
arresto de las etapas G1 o G2/M del ciclo celular y apoptosis de células tumorales
(Qadan et al, 2001); incremento en la expresion de FAS, p53 y p21WAF1
(Qanungo et al, 2002); formacion de radicales libres de oxigeno (ROS) (Lin et al
2000); liberacion de citocromo ¢ mitocondrial. Se ha observado la inhibicion de la
polimerizacion de tubulina mediante la interaccibn con el sitio de union de
colchicina (Hamel et al, 1996). También se ha observado la inhibicion de la
actividad de la super oxido dismutasa (Huang et al, 2000). Se ha visto que células
endoteliales tratadas con 2ME muestran signos de apoptosis asociadas a la
activacion de la cinasa de c-jun N-terminal (JNK) y cinasa de proteina activada por

estrés (SAPK) (Attalla et al, 1998). También se ha demostrado que causa



inhibicion del crecimiento celular y apoptosis en lineas celulares de tumores

pulmonares y pancreéticos (Shizhong et al, 2002).
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Esquema 1.3 Mecanismo de accion del 2-Metoxiestradiol (Dantas et al, 2006)

Se ha reportado que 2ME inhibe la acumulacion del HIF-1a mediante la disrupcion
microtubular, aunque el mecanismo exacto no estad claro, este efecto se ha
reportado que es independiente de la estabilidad de HIF-1a, si ho que actla en la
inhibicion de sintesis de novo del HIF-1a, por lo tanto, HIF es un factor
transcripcional responsable de mediar la adaptacion celular y tejidos a bajas
concentraciones de oxigeno al incrementar la expresion de genes involucrados

con la angiogénesis y glucolisis (Mabjeesh et al, 2003).



El complejo HIF es un heterodimero compuesto por una subunidad a regulada por
oxigeno (HIF-1a o HIF-2a) y una subunidad 8 constitutivamente expresada (HIF-
1B). La regulacion oxigeno dependiente deHIF-1a y HIF-2a ocurre a nivel de su
estabilidad proteica, estas se encuentran normalmente hidroxiladas en dos
residuos de prolina por proli 4-hidroxilasas dependientes de oxigeno Yy
oxoglutarato (Epstein et al, 2001; Bruick et al, 2009). Proli-hidroxilacion selecciona
estas proteinas para la ubiquitinizacion por la ligasa de ubiquitina E3 asociada a
pVHL, resultando en la degradacion mediada por proteosoma (Mabjeesh et al,

2003).

A bajas concentraciones de oxigeno, la actividad de prolil-hidroxilasa es inhibida,
HIF-1a es estabilizada y dimeriza con HIF-18 dentro del ndcleo para unirse al
elemento de respuesta a hipoxia (HRE) (Semenza, 2003). Al interactuar con el co-
activador CBP/p300, HIF-1 activa la transcripcién de genes blanco que entran en
cuatro categorias: Transportadores de glucosa y glucolisis, angiogénesis,

proliferacion y sobrevivencia, asi como invasion y metastasis (Semenza, 2003).

Debido al rol de HIF-1a en la proliferacion celular y apoptosis, es posible que los
efectos proapototicos y antiproliferativos de 2ME sean mediados via inhibicién
HIF-1a, frecuentemente se induce un microambiente hipoxico en el centro de
tumores sdlidos, y canceres con fenotipos inducidos por hipoxia suelen ser
resistentes a quimioterapia, radioterapia y suelen tener peor pronéstico (Hockel et

al, 2001).



JUSTIFICACION

En enfermedades como el cancer y la fibrosis pulmonar idiopatica hasta la
fecha no existe una cura definitiva y hay muy pocos tratamientos, los cuales
solo son efectivos en un numero reducido de casos. La Fibrosis pulmonar
idiopatica, al igual que en muchos casos del cancer, cuenta con

tratamientos paliativos.



HIPOTESIS

e La combinacion de Dicloracetato con 2-Metoxiestradiol estimula la
respiracion mitocondrial, disminuye el crecimiento celular e incrementa la
respuesta apoptotica de células de adenocarcinoma pulmonar A-549 y de

fibroblastos MRC-5 en condiciones de normoxia e hipoxia.



OBJETIVOS

General

Determinar el efecto apoptoético y antiproliferativo del Dicloroacetato en
combinacion con 2-Metoxiestradiol en las lineas celulares A-549 y MRC5

en condiciones de hipoxia y normoxia.

Especificos

Cultivar lineas celulares A-549 y MRC-5 en medio DMEM y F-12
respectivamente.

Determinar la concentracion optima de DCA mediante una curva de dosis-
respuesta.

Administrar DCA y 2ME a lineas celulares A-549 y MRC-5 en condiciones
de normoxia e hipoxia a la concentracion seleccionada.

Analizar el crecimiento celular de lineas celulares A-549 y MRC-5 en
normoxia e hipoxia mediante la técnica de tincién de cristal violeta.

Analizar mediante citometria de flujo los niveles de apoptosis obtenidos con
la combinaciéon de Dicloroacetato y 2-Metoxiestradiol en las lineas celulares

A-549 y MRC5 en condiciones de normoxia e hipoxia.



METODOLOGIA

Lineas Celulares

Células no pequeiias de cancer de pulmon A549 y Fibroblastos pulmonares

humanos MRC-5.

Cultivos celulares

Las células se mantendran en condiciones de cultivo estandar a 37°C y a con una
concentracion de CO:2 del 5% en cajas de cultivo T-75. Para las células de cancer
de pulmén A549 se utiliz6 medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de
suero bovino fetal inactivado por calor, penicilina y estreptomicina. Para los
fibroblastos pulmonares MRC5 se utiliz6 medio de cultivo F-12 suplementado con

10% de suero bovino fetal inactivado por calor, penicilina y estreptomicina.

Tripsinizacion

1. Observar al microscopio las células contenidas en las cajas de cultivo T-75

revisando que la caja tenga una confluencia del 90%.

2. Retirar el medio de cultivo de la caja con ayuda de una pipeta de 1 ml y hacer

dos lavados con 5 ml de medio de cultivo sin suero fetal bovino.

3. Agregar 3 ml de tripsina e incubar la caja en la estufa durante 1 minuto, dar

pequefios golpes a la caja para ayudar a despegar las células.

4. Verificar con el microscopio que la mayor cantidad de células se han despegado

de la caja.



5. Inactivar la tripsina agregando 6 ml de medio suplementado con 10% de suero

fetal bovino.

6. Pasar el medio de cultivo con las células a un tubo cénico de 15 mly centrifugar

a 2500rpm durante 10 minutos.

7. Desechar el sobrenadante, agregar 15 ml de medio suplementado con 10% de

suero fetal bovino y con ayuda del vortex resuspender el pellet.
Conteo de células con camara de Neubauer

1. Tomar 9 ul de las células resuspendidas en el medio y colocarlo en un tubo

eppendorf.

2. Agregar 1 ul de Azul de Tripano y mezclar con ayuda de la pipeta.

3. Tomar los 10 pl y colocarlos en la camara de Neubauer.

4. Colocar el cubreobjetos sobre la camara de Neubauer evitando hacer burbujas.

5. Contar con ayuda del microscopio las células que estan dentro de cada uno de

los cinco cuadrantes.

6. Con ayuda de la formula, obtener el nimero de células que se tiene por mililitro.

~_ Células Total de células contadas
N® de = x 10000
mL 5




Preparacion de soluciones de Dicloracetato
1. Se prepararon 5 ml de solucién stock de Dicloroacetato 2 M.
n = (V)(M) = (0.005L)(2M) = 0.01mol

150.92¢

DCA requerido (g) = (n)(pm) = [G.{Jlmaf)( mol

J = 1.509g
2. Con ayuda de una balanza analitica y una espatula se pesaron 1.509 g de
Dicloracetato.

3. Se agregan en 5 ml de medio y se deja en agitacion hasta su completa

disolucioén.

4. A partir de la solucion stock 2 M de Dicloracetato, se prepararon soluciones con

DCA a diferentes concentraciones (5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM y 40 mM).

5. Para la solucién 5 mM se toman 17.5 pl de la solucion stock 2 M y se aforaa 7

mil.

C2)(V2 0.005 M) (7 ml
(20D _ (0005w _
C1 2ZM '

6. Para la solucion 10mM se toman 35 pl de la solucion stock 2M y se afora a 7 ml.

_(c2)(v2)  (001M)(7mD)
e T 2M B

35ul

7. Para la solucién 20mM se toman 70 pl de la solucion stock 2M y se afora a 7ml.

_(c2)(v2)  (0.02M)(7ml)
e T 2M B

70ul



8. Para la solucién 30 mM se toman 105 pl de la solucion stock 2 M y se aforaa 7

ml.

_(c2)(v2) _ (0.03M)(7ml) _
1 2M B

r

105ul

9. Para la solucion 40 mM se toman 140 pl de la solucion stock 2 My se aforaa 7

ml.

_ (e2)(v2) _ (0.04M)(7ml) _

4 140ul
C1 2M
Solucion Stock
DCA Z2M
7ml Sol. T - | 7ml Sol
DCA5 mM ] DCA 40 mM
35ul - 105 pl
7 ml Sol. 7ml Sol.
DCA 10 mM DCA 30 mM
7ml Sol DCA
20mmM

Esquema 1.4 Preparaciéon de soluciones de Dicloroacetato



Preparacion de solucion 10 uM de 2-Metoxiestradiol

1. De una solucion stock 33 mM de 2ME tomar 75 pl y aforar a 100 pl (24.75 mM)

con medio de cultivo (stock 2).

2. Preparar 200 ul DMSO al 75%: 150 pl de DMSO + 50 ul de medio de cultivo.

3. Tomar 6.06 ul del stock 2 y llevar a 150 pul con DMSO al 75%.

4. Tomar los 150 ul y llevarlos a 15ml (10 uM) con medio de cultivo.

5. Se obtienen 15 ml de una solucién 10 uM de 2-ME.

Curva dosis-efecto de Dicloracetato

1. Sembrar las células A549 y MRC5 en placas de 48 pozos (20,000/pozo para la

caja de normoxia y 40,000/pozo para la caja de hipoxia.

2. Se dejan incubar durante 24 horas en la estufa a 37°C con 5% de CO2.

3. Posteriormente se retira el medio y se agregan 500 ul nuevo medio el cual
contiene el DCA a diferentes concentraciones (5mM, 10mM, 20mM, 30mM,

40mM).
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Filas A,B y C: Células A549 Filas D,E y F: Células MRC5

Fig2. Caja de 48 pozos con el acomodo de las células en columnas y los medios
con concentraciones diferentes de DCA en las filas, por triplicado para cada linea

celular.
5 La caja de normoxia se mete a la estufa en condiciones de 37°C y 5%CO2.
4. Se deja incubar durante 72 horas.

6. La caja de hipoxia se mete en la cAmara de hipoxia (previamente lavada y
esterilizada con luz UV) junto a un vaso de precipitado con 100 ml de agua estéril,

cerrar la cdmara con el seguro.
7. Calibrar el sensor de oxigeno (prenderlo 15 minutos antes de utilizar).

8. Calibrar al 100% conectando la manguera al tanque de oxigeno.



8. Posteriormente una manguera se conectara al medidor de flujo de oxigeno y a

la entrada de la camara con el filtro.

9. La segunda manguera se conectara al tanque de N2 y al flujometro.

10. Abrir el tanque que contiene el N2 a un flujo de 15 L/min esperar a que el
oxigeno que contiene la camara sea desplazado por el N2. Hasta que el medidor

de oxigeno marque 1%.

11. Cerrar las pinzas de la cAmara de hipoxia y desconectar las mangueras.

12. Llevar la camara a incubacion en la estufa a 37°C durante 72 horas.

Curva dosis-efecto con 2ME y DCA

1. Sembrar las células A549 y MRC5 en placas de 48 pozos (20,000/pozo para la

caja de normoxia y 40,000/pozo para la caja de hipoxia.

2. Se dejan incubar durante 24 horas en la estufa a 37°C con 5% de CO2.

3. Posteriormente se retira el medio y se agregan 500 ul nuevo medio el cual
contiene 2ME a una concentracion de 10 uM y DCA a diferentes concentraciones

(5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM).

5 La caja de normoxia se mete a la estufa en condiciones de 37°C y 5% CO2.

4. Se deja incubar durante 72 horas.

6. La caja de hipoxia se mete en la camara de hipoxia (previamente lavada y
esterilizada con luz UV) junto a un vaso de precipitado con 100 ml de agua estéril,

cerrar la camara con el seguro.



7. Calibrar el medidor de oxigeno (prenderlo 15 minutos antes de utilizar).

8. Calibrar al 100% conectando la manguera al tanque de oxigeno.

9. Posteriormente una manguera ira conecta al medidor de flujo de oxigeno y a la

entrada de la camara con el filtro.

10. La segunda manguera ira conectada al tanque de N2y al flujometro.

11. Abrir el tanque que contiene el N2 a un flujo de 15L/min esperar a que el
oxigeno que contiene la cAmara sea desplazado por el N2. Hasta que el medidor

de oxigeno marque 1%.

12. Cerrar las pinzas de la camara de hipoxia y desconectar las mangueras.

13. Llevar la camara a incubacion en la estufa a 37°C durante 72 horas.

Tincioén con cristal violeta

1. Pasadas las 72 horas se retira el medio de las cajas de 48 pozos.

2. Se les realiza un lavado con 500 ul de PBS (-) en cada pozo de la caja, se

desecha el PBS (-) aspirandolo con una pipeta.

3. Posteriormente se afiade 500 pl de glutaraldehido al 1% a cada pozo de la caja.

4. Incubar las cajas durante 15 minutos en agitacion constante.

5. Retirar el glutaraldehido.

6. Agregar 500 pl de cristal violeta a cada pozo.



7. Incubar durante 15 minutos en agitacion constante.

8. Retirar el cristal violeta y lavar la placa con agua, hasta retirar el exceso de

color.

9. Secar la placa.

10. Redisolver las células con 200 pl de acido acético al 10% para cada pozo.

11. Incubar durante 10 minutos en agitacién constante.

12. Retirar el acido acético con células de la caja de 48 pozos y pasarlo a una

caja de 96 pozos.

Nota: En una placa de 96 pozos caben dos placas de 48 pozos, acomodarlas de

acuerdo a su condicion o linea celular.

13: Realizar el blanco llevando a cabo todo el proceso por el cual pasaron las

células, pero con una muestra sin células.

14. Leer en el lector de placas de ELISA a una longitud de onda de 590nm, con

ayuda del software gen 5.



Ensayo de citometria para detectar apoptosis

1. Sembrar las células A549 y MRC5 en placas de 12 pozos aproximadamente a

50% de confluencia (40,000/pozo para MRC5 y 80,000/pozo para MRC5).

2. Al concluir el experimento (pasadas las 72 horas) recuperar el medio de cada

pozo en tubos para citometria de 5 ml utilizando pipeta.
3. Lavar las células agregando 2 ml de PBS a cada pozo. Desechar el PBS.

4. Agregar 300ul de tripsina a cada pozo. Incubar 1 minuto en la estufa vy

monitorear células.

5. Agregar 1 ml de medio (F12 10% SFBi y DMEM 10% SFBi) para inactivar la

tripsina. Resuspender suavemente las células con una pipeta.
6. Colocar las células en el tubo en el cual se recupero el sobrenadante.

7. Centrifugar a 1500 rpm durante 10 min a temperatura ambiente, eliminar el

sobrenadante decantando cuidadosamente.

8. Agregar 4 ml de PBS para lavar las células y resuspender el pellet con golpes

suaves.
9. Centrifugar a 1500 rpm durante 10 min a temperatura ambiente.
10. Eliminar el sobrenadante decantando cuidadosamente.

11. Agregar 100 pl de buffer de anexina 1X del kit y resuspender con golpes

suaves.

12. Agregar a cada tubo 2 ul de anexina y/o 2 ul de Aqua Dye. Considerar siempre

los siguientes controles para compensacion y control positivo:



Tratamiento Tincion
Control sin tratamiento Sin tefiir
Positivo (sts) Anexina
Positivo (sts) 7TAAD

Control Positivo (sts) Anexina / 7TAAD

NOTA: Los tiempos de tratamiento con staurosporina (sts) y la concentracion es

de 1 uM durante una hora aproximadamente.
13. Incubar 15 min a temperatura ambiente protegiendo de la luz.

14. Leer en citbmetro.

ACTIVIDADES REALIZADAS

Cultivo celular
Preparacién de soluciones
Curvas dosis- efecto

Tincién con cristal violeta

NN N

Ensayo de citometria para detectar apoptosis



RESULTADOS
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Gréfica 2.1 Muestras de células A549 en condiciones de normoxia tratadas con
DCA, en ella se observa un decrecimiento celular a partir de la dosis de DCA mas

baja (5mM) y entre mas aumenta la dosis de DCA se obtiene un efecto mayor, lo

cual nos indica que hay una relacion dosis-efecto.



Comparacion Valorde P

Ohwvs 20mM 0.115
Ohwvs 30mM 0.017
Ohwvs 40mM 0.174
72hvs 5mM 0.019

72hvs 10mM 0.008
72hvs 20mM 0.000
72hvs 30mM 0.000
72hvs 40mM 0.001

Tabla 2.1. Valores de P para las absorbancias de las muestras de células A549 tratadas
con DCA a diferentes concentraciones en condiciones de normoxia, en la cual se observa
valores de P menores a 0.05 al comparar con la muestras sin estimulo a 72 horas lo cual

nos indica que se obtiene un efecto del DCA desde concentraciones bajas.



A549 HIPOXIA DCA 72 HORAS
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Gréfica 2.2 Muestras de A549 en condiciones de hipoxia tratadas con DCA, solo
existe un efecto a la concentracion més alta de DCA (40 mM), también
observamos como el porcentaje de células se mantiene a pesar de aumentar la
dosis de DCA hasta 30 mM por lo cual se puede plantear que la hipoxia funciona
como un mecanismo de defensa evitando la muerte celular al administrar DCA en

bajas Concentraciones.



Comparaciéon | Valorde P

Ohvs 20mM 0.025

Ohvs 30mM 0.382
Ohvs 40mM 0.001
72hvs 5mM 0.966
72hvs 10mM | 0.297
72hvs20mM | 0.499
72hvs 30mM | 0.793
72hvs 40mM | 0.045

Tabla 2.2 Valores de P para las absorbancias de las muestras de células A549
tratadas con DCA a diferentes concentraciones en condiciones de hipoxia, se
observa que el Unico valor de P menor a O.05 es el de la muestra tratada con DCA

40mM comparada contra la muestra sin estimulo a 72 horas.
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Gréfica 2.3 MRCS5 tratados con DCA a diferentes concentraciones en condiciones
de normoxia, al igual que con las células A549 se observa una curva dosis-efecto,

siendo las dosis mas altas las que presentan una inhibicion del crecimiento mayor.



Comparacion | Valorde P

Ohvs10mM | 0.306

Ohvs20mM | 0.019

Ohvs30mM | 0.001

Ohvs40mM | 0.000

72hvs5mM | 0.102

72hvs10mM | 0.018

72hvs 20mM | 0.007

72hvs 30mM | 0.002

72hvs 40mM | 0.012

Tabla 2.3 Valores de P para las absorbancias de las muestras de células MRC5
tratadas con DCA a diferentes concentraciones en condiciones de normoxia se

obtienen diferencias significativas a partir de la muestra tratada con DCA 20mM.
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Gréfica 2.4 Muestras de fibroblastos MRC5 tratados con DCA a diferentes
concentraciones en condiciones de hipoxia, se observa que en las muestras

tratadas con las concentraciones de 30 mM y 40 mM existe un efecto significativo.



Comparacion Valorde P

Ohvs 40mM 0.802

72hvs 5mM 0.185
72hvs 10mM 0.313
72hvs 20mM 0.030
72hvs 30mM 0.009
72hvs 40mM 0.002

Tabla 2.4 Valores de P para las absorbancias de las muestras de células MRC5
tratadas con DCA a diferentes concentraciones en condiciones de hipoxia,
obteniendo valores de P inferiores a 0.05 en las muestras tratadas con
concentraciones altas de DCA (30mM y 40mM) al compararlas con la muestra sin

estimulo a 72 horas.
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Gréfica 2.5 Células A549 en condiciones de normoxia tratadas con DCA-2ME, se
observa el mismo comportamiento que en el experimento en el cual solo se
agregd DCA, una curva dosis efecto obteniendo el descenso significativo en el

crecimiento celular al administrar DCA a la mayor concentracion (40 mM).



Comparacion | Valorde P

Ohvs40mM |0.331

72hvs5mM | 0.002

72hvs 10mM | 0.000

72hvs 20mM | 0.000

72hvs 30mM | 0.000

72hvs 40mM | 0.000

Tabla 2.5 Valores de P para las absorbancia de las muestras de células A549
tratadas con 2ME (10uM) y DCA a diferentes concentraciones en condiciones de
normoxia, se obtuvo una diferencia significativa desde las concentraciones mas

bajas de DCA administradas a las células A549.
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Grafica 2.6 Células A549 en condiciones de hipoxia tratadas con DCA-2ME, se

observa un efecto significativo en las concentraciones 10 uM y 30 uM de DCA.



Comparacion | Valorde P

Ohvs40mM | 0.916

72hvs 10mM | 0.039

72hvs 20mM | 0.060

72hvs 30mM | 0.004

72hvs 40mM | 0.207

Tabla 2.6 Valores de P para las absorbancia de las muestras de células A549
tratadas con 2ME (10 uM) y DCA a diferentes concentraciones en condiciones de
hipoxia, se observan diferencias significativas en las muestras con
concentraciones 10mM, 30mM y 40mM de DCA al compararlas con la muestra sin

estimulo a 72 horas.



50.00
‘ MRCS5 NORMOXIA DCA-2ME 72 HORAS

g
8
1

= ? &

% de células

00 T T T T T T T
Oh TZh Sl 1 Omid 20mid 30mid 40mid

Tratamiento

*Valor de p significativo comparado con 0 horas
*Valor de p significativo comparado con 72 horas

Gréfica 2.7 Muestras de fibroblastos MRC5 en condiciones de normoxia tratadas
con DCA-2ME, se observa un efecto significativo a partir de las concentraciones
bajas de DCA combinado con 2ME, manteniendo el comportamiento del

experimento en el que solo se agreg6 DCA.



Comparacion Valorde P

Ohvs 5mM 0.001
Ohvs 10mM 0.000
Ohvs 20mM 0.000
Ohvs 30mM 0.000
Ohvs 40mM 0.000
72hvs 5mM 0.006

72hvs 10mM 0.004

72hvs 20mM 0.001

72hvs 40mM 0.000

Tabla 2.7 Valores de P para las absorbancia de las muestras de células MRC5
tratadas con 2ME (10 uM) y DCA a diferentes concentraciones en condiciones de
normoxia. En todas las muestras se obtuvo una diferencia significativa al

compararlas contra la muestra sin estimulo a 0 horas y a 72 horas.
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Gréfica 2.8 Muestras de fibroblastos MRC5 en condiciones de hipoxia tratadas con
DCA-2ME, se observa un efecto a partir de las concentraciones bajas de DCA
combinado con 2ME, lo cual no se presentd en el experimento donde solo se
agreg6é DCA, con esto se puede plantear que el 2ME potencializa el efecto del

DCA en fibroblastos MRC5 en condiciones de hipoxia.



Comparacion | Valorde P

Ohvs 5mM 0.001
Ohvs 10mM 0.000
Ohvs 20mM 0.000
Ohvs 30mM 0.000
Ohvs40mM 0.000
72hvs5mM | 0.027
72hvs 10mM | 0.018
72hvs 20mM | 0.007
72hvs 30mM | 0.015
72hvs 40mM | 0.000

Tabla 2.8 Valores de P para las absorbancia de las muestras de células MRC5
tratadas con 2ME (10 uM) y DCA a diferentes concentraciones en condiciones de
hipoxia. En todas las muestras se obtuvo una diferencia significativa al

compararlas contra la muestra sin estimulo a 0 horas y a 72 horas.



DISCUSION

El presente estudio es una extension de un trabajo anterior realizado en este
laboratorio, en el cual se administraron diferentes concentraciones de 2ME en
células de adenocarcinoma humano A549 a diferentes tiempos demostrando que
la dosis de 2ME a la cual se obtiene una mayor inhibicion del crecimiento celular
es 10 uyM en condiciones de normoxia (Anexo 2), también se determiné que el
2ME tiene un efecto sobre la expresién de HIF, por estos motivos se plante6 que
el 2ME puede ser eficaz si es utilizado en combinacion con otros agentes

terapéuticos (Aquino-Gélvez et al, 2015).

El Dicloroacetato (DCA) es una molécula pequefia que se ha utilizado durante
muchos afios para el tratamiento de enfermedades como la acidosis lactica y
defectos en el metabolismo mitocondrial la acidosis lactica es comun en las
células cancerigenas que inactivan el complejo piruvato deshidrogenasa (PDC), la
caracterisitica del metabolismo de un tumor indica que las células tumorales
utilizan rapidamente la glucosa y convierten la mayor parte de ella a lactato,
incluso en presencia de oxigeno, esto es conocido como efecto Warburg
(Stacpoole et al, 2003). la PDH es un interruptor metabdlico que determina si debe
ocurrir la respiracion mitocondrial o la glucolisis, estas células generalmente
utilizan la glucolisis en lugar de la respiracidbn mitocondrial para generar energia,
posiblemente como resultado de la hipoxia que existe en los tumores

(Shanmugam et al, 2006).



El DCA es un potente estimulador del complejo PDC, el restablecimiento de la
funcion de PDH normaliza la actividad glucolitica en las células cancerosas y la
direccién de carbonos de glucosa a través de las vias de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial (Garber, 2006; Papandreou et al, 2011). El metabolismo aerébico es
mucho més eficiente, ya que genera mas ATP por molécula de glucosa (36 ATP)
en comparacion con la glucolisis (2 ATP) (Michelakis, 2008). Al activarse la
mitocondria se abren los poros de transicion mitocondrial lo cual facilita la
translocacion de mediadores pro-apoptéticos como el citocromo ¢ y el factor
inductor de apoptosis (FIA), ambos estimulan la apoptosis celular (Bonnet et al,

2007).

En el presente estudio analizamos los efectos de diferentes concentraciones de
DCA y la combinacion de DCA-2ME en la tasa de crecimiento de células de
adenocarcinoma humano A549 y fibroblastos MRCS5 bajo condiciones de normoxia
e hipoxia. Se determino el tiempo y las concentraciones a las cuales se evaluaria
el DCA después de consultar varios estudios en los cuales éste habia sido
utilizado para tratar células de diferentes tipos de cancer (Anexo 1). En
condiciones de normoxia se observa una inhibicion del crecimiento celular
dependiente de la dosis administrada en ambas lineas celulares. En condiciones
de hipoxia se obtuvo un inhibicion celular de los fibroblastos MRC-5 a las
concentraciones mas altas de DCA en ambos tratamientos, Por lo cual se puede
plantear que el DCA solo y en combinacion con 2ME podria tener un efecto sobre
los factores inducibles por hipoxia (HIF) ya que en algunos ensayos se ha

observado que uno de los genes que se encuentran sobre expresado en la FPI es



el factor de transcripciéon HIF-1a. De acuerdo con lo anterior, los HIFs pudieran
estar implicados en la patogénesis de la FPI (Tzouvelekis et al 2007; Kick et al
2005).Los HIFs también son responsables de la expresion de la piruvato
deshidrogenasa cinasa(PDK) (Kim et al, 2006) enzima que fosforila e inactiva a la
PDH evitando asi la entrada de piruvato en la mitocondria, esta enzima también ha
sido asociada con la quimiorresistencia, por lo tanto la inactivacion de PDH a
través de la sobreexpresion de PDK es una importante via de supervivencia para

las células cancerosas y fibroblastos en condiciones de hipoxia(Lu et al, 2008)

Esto también apunta al hecho de que los efectos de DCA pueden ser
dependientes de las lineas celulares utilizadas en el experimento, nuestros datos
sugieren que los fibroblastos MRC-5 son méas susceptibles al tratamiento con DCA
a concentraciones de 40 mM. Sin embargo se deben realizar mas pruebas para
determinar la actividad proapoptotica y el mecanismo por el cual el DCA inhibe el

crecimiento de los fibroblastos MRC5.

Conclusioén

Es importante recalcar que las células epiteliales A549 en condiciones de hipoxia
no responde ningun tratamiento con ambas moléculas, este situacion ya ha sido
ampliamente reportada con otros farmacos, es decir que la hipoxia interfiere con la
respuesta a los tratamientos, en el caso de la respuesta de estos tratamientos en
normoxia, en ambas lineas celulares (A549 y MRC5), se observa que si
responden incluso con dosis bajas, en el caso de los fibroblastos MRC5 en
condiciones de hipoxia la respuesta es mucho mejor cuando se administra la

combinacion DCA-2ME, de una manera dosis dependiente, en resumen se



observé una mayor inhibicion del crecimiento celular en los fibroblastos MRC5 en
ambos tratamientos (DCA y DCA-2ME) y al compararlos se puede concluir que el
2ME potencializa el efecto del DCA en fibroblastos MRC5 en condiciones de
hipoxia, debido a que la mayoria de los pacientes con FPI no responden a los
tratamientos antiinflamatorios y el uso de coticosteroides con inmunosupresores
solo ayuda en algunos casos, el DCA puede ser una alternativa viable como

tratamiento para la fibrosis pulmonar idiopatica.
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ANEXOS

Anexo 1
Lineas celulares Tiempo (h) Concentracion (mM) Oxigenacioén Referencia
ANSCA, Ishikawa, Jason Y.Y. Wong, 2008
RL95-2, y 40 Dichloroacetate induces
SKUT1B 5y 10 Normoxia L :
. apoptosis in endometrial
Células cancer
h cancer cells
endometrial
C6 Células de Yu Duan,2013 Antitumor
; 24 IC50: 27+-3 Normoxia activity of dichloroacetate
glioma .
on C6 glioma cell
LS174T, SiranoushShahrzad 2010,
SW480, HCTL16, (DCA) reduces apoptosis in
DLD-1, Y Caco-2 48 10 Anoxia/ Normoxia Pop
Células cancer colorectal )
tumor hypoxia
colorectal
Yi Xuana, 2013
AGS Y MKN45 DCA attenuateshypoxia-
Células de cancer 24 20 Hipoxia/Normoxia induced resistance to5-
géstrico fluorouracil in gastric cancer
through
KasirajanAyyanathan 2012
. Combination of Sulindac and
A549 Y SCC25 48 A549: ,20 Y 30 Normoxia Dichloroacetate Kills
SCC25:10Y 15 : A
Cancer Cells via Oxidative
Damage
Allison B. Haugrud,2014
Dichloroacetate enhances
MCE7: 48 apoptotic cell death via
MCF7 and T47D ; 05a5 Normoxia oxidative damage and
T47D: 72 L
attenuates lactate production in
metformin-treated breast
cancer cells
NelsonHo,BrendalL.Coombe
2014. Pyruvate dehydrogenase
SW480y LS174T kinase expression and
células de cancer 72 10 Anoxia/ Normoxia metabolic changes following
colorectal dichloroacetate
exposure in anoxic human
colorectal cancer cells
12.5 Anderson K.M. 2009. In Vitro

HeLAy PANC-1

Comparacioén 24 y 96

Hipoxia/Normoxia

Hipoxia/ Normoxia

Effects of Dichloroacetate and
CO2 on hypoxic HeLa Cells.

Tabla.3 Referencias utilizadas para delimitar el tiempo y las concentraciones a las que se

evalu6 el DCA
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Gréficos3.1 Curvas de crecimiento de células A549 tratadas con 2-ME bajo
condiciones de normoxia e hipoxia.



