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Resumen 

La plasticidad metabólica de las células cancerosas es el principal factor limitante 

de la eficacia de fármacos quimioterápicos, siendo uno de los mayores obstáculos en el 

tratamiento clínico. Las mitocondrias participan promoviendo la proliferación y metástasis, 

características que las hacen un atractivo blanco terapéutico.  

Previamente demostramos que el ácido gentísico unido al catión trifenilfosfonio (GA-

TPP+C10) produce disfunción mitocondrial, por inhibición de la fosforilación oxidativa 

(OXPHOS) y actividad del complejo α-cetoglutarato deshidrogenasa (αKGDH), 

desencadenando la muerte de células tumorales. A pesar de lo anterior, el efecto de GA-

TPP+C10 sobre el metabolismo en células cancerosas con el factor de transcripción inducible 

por hipoxia 1-α (HIF1-α) estabilizado permanecen sin ser estudiado. 

En este trabajo describimos que el compuesto GA-TPP+C10 desencadena esa 

inhibición mitocondrial en un modelo in vitro de adenocarcinoma de pulmón en condiciones 

miméticas a hipoxia, producida por estabilización de los niveles proteicos de HIF1-α con 

CoCl2. Esta inhibición está caracterizada por la disminución del potencial de membrana 

mitocondrial, de los niveles de ATP y de la respiración determinada por Seahorse XFe96.  

Este compuesto induce cambios adaptativos del metabolismo celular, produciendo 

un remodelamiento metabólico desde la OXPHOS hacia la glicólisis dependiente de AMPK. 

Además, GA-TPP+C10 promueve un aumento significativo de proteínas de las membranas 

mitocondriales, acompañado de una reducción de los niveles proteicos de la subunidad E1-

oxoglutarato deshidrogenasa (OGDH) del αKGDHc dependiente de AMPK, y de su 

actividad enzimática en normoxia y mimético a hipoxia. GA-TPP+C10 disminuye los niveles 

del antígeno nuclear celular en proliferación (PCNA) dependiente de AMPK, lo que produce 

la detención del ciclo celular en fase G1. Además, disminuye de la formación de colonias, 
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migración celular y revierte la resistencia a doxorrubicina producida por la estabilización de 

HIF1-α. 

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la inhibición mitocondrial inducida por 

GA-TPP+C10 tiene efectos antitumorales en condiciones de normoxia como en una 

condición mimético a hipoxia, lo cual puede tener relevancia terapéutica en el cáncer de 

pulmón. 

 

  



1 

1. Introducción 

1.1. Aspectos generales y epidemiológicos del cáncer de pulmón 

El cáncer consiste en un gran y complejo grupo de patologías que constituyen una 

de las principales causas de muerte a nivel mundial [1]. La Agencia Internacional de 

Investigación sobre el Cáncer estimó que hasta el año 2020, 19.3 millones de personas 

fueron diagnosticadas con cáncer y casi 10 millones de personas murieron a causa de este. 

A su vez, se prevé que para el año 2030 la incidencia del cáncer continúe aumentando 

hasta alcanzar las 24.6 millones de personas [1]. A nivel nacional, el cáncer se encuentra 

en el primer lugar dentro de las causas de muerte, con un 26% de las defunciones en Chile, 

desplazando de dicho lugar a las enfermedades cardiovasculares (25.6%) [2].  

Las patologías cancerosas se caracterizan por la proliferación descontrolada de 

células mutadas que ya no responden a las señales paracrinas/autocrinas de su tejido de 

origen, que regulan la diferenciación, proliferación y muerte celular; lo que conlleva a la 

formación de tumores [3]. Con la progresión del crecimiento tumoral, éste irrumpe en la 

función de los tejidos en los cuales se desarrolla, impactando en las funciones fisiológicas 

de los mismos y generando una serie de sintomatologías que son claves para su detección 

[3].  Además, con la progresión tumoral, las células cancerosas pueden activar procesos de 

migración y crecimiento independiente de anclaje, que propician la formación de tumores 

secundarios y metástasis [3]. 

Una de las grandes dificultades que posee la ciencia para tratar estas enfermedades 

es que existe una heterogeneidad intra e inter tumoral creada por células cancerosas con 

diferente expresión génica, las que acumulan numerosas mutaciones que provocan 

insensibilidad a las señalizaciones de control desde el microambiente circundante del tumor 
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[3]. Dado lo anterior, se ha vuelto imprescindible la búsqueda de nuevos blancos 

terapéuticos que posea una gran selectividad por las células tumorales, como también que 

estén presentes en un amplio especto de estas patologías cancerosas. 

Actualmente, el cáncer de pulmón (CP) es la principal causa de muerte por cáncer 

(18%) y es el segundo tipo de cáncer más común a nivel mundial (con un 11.4% si 

consideramos ambos sexos), siendo solamente superado por el cáncer de mama (11.7%) 

[1]. Su diagnóstico se asocia a una pobre sobrevida, en donde más de la mitad de los 

pacientes diagnosticados con CP mueren dentro del año posterior al diagnóstico y la 

supervivencia a 5 años es de un 17.8% [4].  

En cuanto a los tratamientos actualmente disponibles para el CP, el principal 

corresponde a la cirugía, en el cual se extirpa completamente el tumor pulmonar y los 

ganglios linfáticos cercanos al tórax. Posteriormente se administra una terapia coadyuvante, 

en la cual se busca eliminar cualquier célula cancerosa de pulmón remanente, con el 

objetivo de reducir el riesgo de recidiva [5] Los tipos de terapia coadyuvante utilizados 

incluyen la radioterapia y terapias sistémicas, como quimioterapia, terapia dirigida contra 

blancos moleculares específicos e inmunoterapia [6]. Las actuales terapias contra el cáncer 

se dirigen generalmente a la proliferación clonal descontrolada de las células cancerosas, 

lo cual ha demostrado ser una estrategia limitada para los tumores sólidos en los que la 

capacidad de invadir y producir metástasis cobran un rol fundamental [7].  

Es debido a la poca efectividad de estas terapias para erradicar el CP, así también 

la gran cantidad de efectos secundarios que limitan la calidad de vida de los pacientes es 

que surge de manera relevante la búsqueda de nuevos tratamientos quimioterápicos 

selectivos que contribuyan al tratamiento de estas patologías. 
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1.2. Plasticidad metabólica en el cáncer 

El metabolismo alterado de las células cancerosas fue estudiado en detalle, en 

primer lugar, por Warburg en 1920 [8, 9]. Este señaló que las células tumorales se 

caracterizan por poseer un metabolismo glicolítico exacerbado en condiciones aeróbicas 

[10], que le permiten sustentar su característico potencial replicativo ilimitado [3]. Para dar 

explicación a este fenómeno, Warburg indicó que las células cancerosas poseen daño a 

nivel mitocondrial [8], uno de los sellos distintivos de la oncogénesis. A su vez, la alta 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) 

mitocondrial también validó esta hipótesis [11]. 

Contrario a estas observaciones, en la actualidad se conoce que las mitocondrias 

tumorales no son completamente disfuncionales. En efecto, ellas son cruciales para la 

producción de niveles similares o superiores de intermediarios del ciclo del ácido 

tricarboxílico (TCA), empleados como fuentes de carbono y nitrógeno para la síntesis de 

macromoléculas, con las cuales satisfacen las elevadas demandas metabólicas de las 

células cancerosas durante la proliferación y metástasis [12]. Además, se ha descrito que 

cuando aumenta la glicólisis aeróbica en las células cancerosas, la fosforilación oxidativa 

(OXPHOS, del inglés oxidative phosphorylation) continúa activa y funcional [13, 14]. Junto 

con lo anterior, sus mitocondrias pueden utilizar otras vías metabólicas para la obtención 

de intermediarios metabólicos que mantengan activa la cadena transportadora de 

electrones (CTE) y la producción de ATP, tales como la oxidación de ácidos grasos (FAO) 

y la glutaminólisis [15, 16].  

Bajo estrés metabólico, la demanda energética es mantenida a través de cambios 

dinámicos en el metabolismo celular [17]. Este proceso, conocido como plasticidad 

metabólica, permite a las células cancerosas remodelar las vías productoras de energía, 
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como por ejemplo: cambios metabólicos entre glicólisis versus la OXPHOS; cambiar de 

sustratos mitocondriales oxidables (piruvato, glutamina versus ácidos grados) y la síntesis 

de intermediarios metabólicos del ciclo TCA (como la inducción de la vía reductiva versus 

la descarboxilación oxidativa), el cual depende de cambios en la disponibilidad de sustratos, 

tales como el oxígeno (O2), glucosa y aminoácidos [18, 19].  

Dada la alta plasticidad metabólica, ante entornos hostiles la función mitocondrial 

puede incrementarse, estableciendo una respuesta adaptativa para así promover el 

crecimiento y supervivencia tumoral [20, 21]. En estas circunstancias de estrés metabólico, 

la quinasa sensora de energía llamada proteína quinasa activada por AMP, AMPK, 

promueve la actividad de la piruvato deshidrogenasa (PDH), la cual cataliza piruvato a 

acetil-CoA, manteniendo el influjo de sustratos para el funcionamiento del ciclo TCA [22-

25]. Esto se correlaciona con un alto consumo de glutamina para la síntesis de ATP 

mitocondrial [26, 27].  

La mitocondria es esencial para la motilidad y metástasis en células cancerosas de 

mama, en las cuales se ha observado la activación del coactivador del receptor gamma 1-

α activado por el proliferador de peroxisomas (PPARGC1A, también conocido como PGC-

1 α) para aumentar la biogénesis mitocondrial y la OXPHOS [28]. En relación a este punto, 

también se ha señalado que el correcto ensamblaje de los componentes de la OXPHOS 

son necesarios para la formación de tumores y metástasis [29, 30]. Por otra parte, Viale et 

al. 2014 demostraron que en modelos de cáncer pancreático murinos que dependen de la 

oxidación mitocondrial del piruvato derivado de la glicolisis, son resistentes a la apoptosis 

mediada por la ablación del oncogén KRAS [31]. Consecuentemente, la inhibición de la 

función mitocondrial reduce la capacidad invasiva de estas células cancerosas [26, 32, 33]. 
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Además de su rol energético, la OXPHOS permite la generación de precursores 

metabólicos esenciales para la proliferación celular, a través del ciclo TCA. Por ejemplo, 

permite la síntesis de novo de aminoácidos como el aspartato, fuente de carbono para la 

síntesis de purinas y pirimidinas [34-36].  

En condiciones hipóxicas, las células cancerosas mantienen la proliferación celular 

a través del metabolismo de la glutamina a través de la vía reductiva del ciclo TCA [37]. La 

utilización mitocondrial de la glutamina comienza con la conversión de esta en α-

cetoglutarato (αKG) por la glutaminasa y la glutamato deshidrogenasa. Posteriormente, el 

αKG puede ser oxidado por el complejo de la α-cetoglutarato deshidrogenasa (αKGDHc) a 

succinil-CoA y luego a succinato, a través de la reacción oxidativa del ciclo TCA o 

carboxilada reductivamente por la isocitrato deshidrogenasa a isocitrato y luego citrato. Este 

ciclo reductivo ha mostrado ser favorable en células con HIF1-α estabilizado [38, 39] o en 

células que poseen comprometida su capacidad en el transporte de electrones [40]. A su 

vez, el citrato derivado de la glutamina puede ser transportado por el citoplasma para 

generar acetil-CoA mediante procesos anabólicos como la síntesis de ácidos grasos [38, 

41]. Actualmente, se ha observado que el αKG cumple un rol clave en los cambios 

metabólicos que promueven metástasis, la proliferación celular y la supervivencia bajo 

hipoxia y disfunción de la OXPHOS [42-44]. 

Dada la plasticidad metabólica de las células cancerosas, el metabolismo 

mitocondrial dependiente de la actividad de OGDH podría representar una potencial blanco 

para nuevas estrategias antitumorales.   
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1.3. Hipoxia y microambiente tumoral 

En el microambiente tumoral, existen fluctuaciones locales de la disponibilidad de 

sustratos oxidables (piruvato, glutamina, glucosa) y O2, que determinan los cambios 

dinámicos del metabolismo de las células tumorales. El crecimiento y rápida proliferación 

de las células cancerosas está asociado a un desarrollo desordenado y aberrante de la 

vasculatura, generando áreas tumorales con diferentes concentraciones de O2 [45]. De 

éstas se pueden distinguir tres regiones tisulares (1) la región normóxica, de tejido viable y 

proliferativo localizado cerca de los vasos sanguíneos funcionales, (2) la región necrótica, 

la cual surge a distancias de 150 μm de los vasos sanguíneos, donde las células se vuelven 

anóxicas y mueren y (3) la región hipóxica, que son áreas del tejido tumoral en donde los 

niveles de O2 cercanos al 1% [46]. A su vez, en los tumores humanos se distinguen dos 

tipos de hipoxia [47, 48]. La hipoxia isquémica, la cual es generalmente transitoria y está 

dada por un suministro deficiente de O2 como consecuencia de un flujo sanguíneo 

inadecuado. La hipoxia crónica, por el contrario, está limitada por la difusión, como 

resultado de un desequilibrio en el suministro y la demanda de O2 debido a un aumento en 

la distancia de difusión, que surge a una distancia aproximada de 100 μm desde un vaso 

sanguíneo funcional [49]. Ambas condiciones se correlacionan a un mal pronóstico de la 

patología, así como con un mal resultado de las terapias contra el cáncer [50, 51]. 

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

embargo, la hipoxia puede inducir un estrés significativo que desencadena cambios en la 

expresión de genes que permiten que las células tumorales se adapten a este 

microambiente tumoral, permaneciendo viables [20]. En consecuencia, la hipoxia ejerce una 

presión selectiva sobre subpoblaciones de células de una forma dependiente de la 

activación del factor de transcripción inducible por hipoxia, HIF1-α [48]. Este factor de 

transcripción es ubicuamente expresado. Sin embargo, posee una estricta regulación de su 
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actividad mediante modificaciones postraduccionales. En específico, la estabilización de 

HIF1-α es regulada por la hidroxilación del dominio de degradación dependiente de O2 en 

los residuos de prolina 402 y 564 por proteínas de dominio prolil-hidroxilasas (PHDs). Estas 

modificaciones favorecen la interacción con la proteína supresora de tumores von Hippel-

Lindau (VHL) y su subsecuente degradación proteosomal [52, 53]. La subunidad inhibidora 

de HIF1, HIF1AN o FIH1, también puede reprimir la actividad transcripcional de HIF1-α en 

normoxia mediante la hidroxilación del residuo Asp803 de la proteína [54]. Para las 

modificaciones postraduccionales de HIF1-α, estas enzimas requieren O2 para sus 

reacciones catalíticas. Por lo tanto, la hipoxia inhibe estas modificaciones postraduccionales 

de HIF1-α, estabilizando la proteína y también manteniendo su actividad transcripcional. 

La estabilización de HIF1-α aumenta la expresión de genes involucrados en la 

angiogénesis, la transición epitelio-mesénquima (EMT, del inglés epithelial mesenchymal 

transition), invasión, metástasis, reprogramación metabólica y resistencia a las terapias 

contra el cáncer [20, 55, 56]. Las células tumorales hipóxicas utilizan vías metabólicas 

menos dependientes del O2 para satisfacer su demanda energética y así sustentar la 

progresión tumoral [57]. Estas células usan fuentes alternativas de energía, como la 

glutamina, para generar citrato en un ciclo TCA truncado mediante la carboxilación 

reductiva y mantener de esta manera la proliferación [58]. Además, producen gran cantidad 

de lactato debido al aumento de la glicólisis, generando un microambiente tumoral ácido 

[59-61] que contribuye a la resistencia a quimioterápicos [62, 63]. 

Debido a lo anterior, comprender el metabolismo dependiente de HIF1-α en 

poblaciones de células cancerosas bajo hipoxia parece ser una aproximación prometedora 

para nuevos tratamientos del cáncer.  
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1.4. Rol del αKGDHc en la progresión del cáncer 

El ciclo TCA está compuesto de una serie de reacciones bioquímicas que ocurren 

en la matriz mitocondrial, que permiten a los organismos aeróbicos oxidar las fuentes de 

combustible y proporcionar energía y macromoléculas y establecer el equilibrio redox [64]. 

A pesar del dogma de que las células cancerosas eluden el ciclo TCA y utilizan 

principalmente la glicólisis aeróbica, la evidencia actual demuestra que ciertas células 

cancerosas dependen en gran medida del ciclo TCA [64, 65]. Éste permite que las células 

se adapten y modifiquen sus flujos metabólicos según la disponibilidad de sustratos 

energéticos. A su vez, los metabolitos producidos mediante el ciclo TCA afectan 

drásticamente la expresión epigenética de las células tumorales [66]. En este sentido, la 

evidencia emergente sobre el rol del ciclo TCA durante la tumorigénesis, valida las enzimas 

que lo componen como potenciales blancos farmacológicos, que aún permanecen 

pobremente explorados [67].  

El αKGDHc forma parte del ciclo TCA. Está compuesto de tres subunidades que 

oxidan, descarboxilan el α-cetoglutarato y unen coenzima A (CoA) al α-cetoglutarato para 

formar succinil-CoA y NADH, designadas como E1 (oxoglutarato deshidrogenasa, gen 

OGDH), E2 (dihidrolipoamida S-succiniltransferasa, gen DLST) y E3 (dihidrolipoamida 

deshidrogenasa, gen DLD), respectivamente [68, 69]. Su actividad enzimática depende de 

la disponibilidad de ATP, fosfato inorgánico (Pi) y NAD+ producidos por la glicólisis y el 

complejo I de la cadena transportadora de electrones (CTE), que controlan el estado redox 

mitocondrial, el flujo de metabolitos y diversas vías de señalización [68]. Con respecto a la 

OGDH, en humanos hay tres variantes de su gen mediante splicing alternativo, V1 (114 

kDa), V2 (48 kDa) y V3 (114 kDa), aunque las diferencias funcionales de estas enzimas 

permanecen sin ser reportadas [58]. 
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Por otra parte, nuevos estudios han descrito el rol del αKGDHc para mantener la 

función dual del ciclo TCA para el crecimiento celular, generando equivalentes reductores 

para OXPHOS por la CTE y al mismo tiempo produce precursores metabólicos como el 

aspartato [70, 71], los cuales apoyan la proliferación celular [68]. Esto también se ha 

evaluado en modelos in vitro de células con una respiración mitocondrial defectuosa, en 

donde se requiere una mínima actividad de αKGDHc para la sobrevivencia celular [70, 71]. 

Lo mismo ocurre en condiciones hipóxicas, en las cuales prima la vía reductiva del ciclo 

TCA, donde el complejo enzimático central es la OGDH, que brinda el NADH necesario 

para establecer el flujo de esta vía, a través de la nicotinamida nucleótido transhidrogenasa 

(NNT)(ver Ilustración 1) [34]. Por lo tanto, la identificación de compuestos dirigidos a este 

complejo enzimático ha surgido como un promisorio blanco terapéutico. 

 

Ilustración 1. Rol de αKGDHc en la vía oxidativa y reductiva del ciclo TCA. Adaptado de Mullen et al. 

Nature, 2011. 481(7381): p. 385-8. 
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1.5. Inhibidores del αKGDHc con promisorios efectos antitumorales 

αKGDHc es uno de los complejos enzimáticos mitocondriales más sensibles a los 

cambios del microambiente tumoral y participa en la respuesta metabólica adaptativa del 

cáncer [72]. En la actualidad, se ha estudiado el papel de αKGDHc en las células 

cancerosas utilizando inhibidores de su actividad, tal como succinil fosfonato, un análogo 

de fosfonato de 2-oxoglutarato que inhibe el αKGDHc y en consecuencia, aumenta la 

muerte de células cancerosas [73]. A su vez, el inhibidor ácido succínico(S)-2-[amino(2,6-

diclorobenzoilo], conocido como AA6, ha sido empleado en modelo de ratón ortotópico de 

cáncer de mama, la cual reduce notablemente la formación de metástasis y contrarresta de 

manera eficiente la invasión tumoral, inhibiendo la EMT [65].  

Por otro lado, se ha estudiado el compuesto CPI-613, el cual es un análogo del ácido 

lipoico que inhibe dual o simultáneamente la actividad de las enzimas PDH y OGDH, dos 

cetoácidos deshidrogenasas del ciclo TCA que tienen el ácido lipoico como cofactor [74, 

75]. Si bien este compuesto inhibe el flujo de carbono a través el ciclo TCA de manera 

selectiva en células tumorales, se ha descrito que tiene una baja potencia, siendo utilizado 

en concentraciones cercanas a las 250-500 µM [76]. A su vez, al ser un inhibidor dual, no 

inhibe de forma específica a la OGDH. Sin embargo, CPI-613 se ha vuelto un prometedor 

compuesto antitumoral, formando parte de una serie de ensayos clínicos terminados y en 

curso bajo el nombre de Devimistat. Este fármaco ha sido administrado tanto como agente 

único como en combinación con tratamientos quimioterápicos estándar para neoplasias 

malignas hematológicas y tumores sólidos, y ha ofrecido resultados clínicos prometedores 

(NCT00741403, NCT01832857) [77]. 

A partir de la necesidad de desarrollar nuevos quimioterápicos selectivos hacia 

células tumorales, es que se comenzaron a estudiar moléculas con la capacidad de 
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acumularse en las mitocondrias de células de carcinoma de manera selectiva [78]. Esto se 

fundamenta en que estas mitocondrias poseen un alto potencial de transmembrana (ΔΨm), 

de -180 mV, estando cargado negativamente en la cara interna, y siendo más grande que 

la de cualquier otro organelo o célula no tumoral de cualquier tejido, que poseen un ΔΨm  

de -30 a -60 mV [79]. Esto permite que compuestos catiónicos con gran lipofilia, puedan 

atravesar las membranas independiente de transportadores y acumularse dentro de la 

mitocondria en función a una mayor diferencia de ΔΨm, determinado por la Ley de Nernst 

[80]. Esta ley predice que estos compuestos se acumularán unas 10 veces más por cada 

60 mV de aumento en la diferencia de voltaje del ΔΨm [81]. Es decir, a diferencia de los 

tejidos no tumorales, las células de carcinoma acumularían estos compuestos de manera 

selectiva en la matriz mitocondrial, de 100 a 1000 veces más.   

Debido a esto, diversos compuestos de origen natural o sintéticos incorporan 

cationes lipofílicos como por ejemplo el catión trifenilfosfonio (TPP+) para llevar 

selectivamente compuestos antitumorales a la mitocondria [82-84]. A partir de estudios 

anteriores de nuestro grupo de investigación, se han mostrado que ácidos hidroxibenzóicos 

naturales unidos a TPP+ inducen apoptosis in vitro como in vivo [85-87]. Dentro de este 

grupo de moléculas, se encuentra el ácido gentísico o ácido 2,5-dihidrobenzoico, unido a 

TPP+(GA-TPP+C10) [86, 88]. Este compuesto es un polifenol que se encuentra comúnmente 

en una serie de productos de origen vegetal [89], es un derivado del ácido acetilsalicílico 

[90] y actualmente se han comprobado sus diversos efectos farmacológicos, tales como los 

antiinflamatorios, neuro y hepatoprotectores, antimutagénica y antimicrobial [91-93].  

GA-TPP+C10 es compuesto mitocondriotrópico capaz de producir una inhibición 

compleja de la bioenergética mitocondrial dependiente del tiempo en modelos celulares de 

cáncer de mama, la cual está caracterizada por 1) una fase inicial de captación mitocondrial 
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con un efecto desacoplante de la OXPHOS, 2) inhibición del complejo I mitocondrial y 3) 

una fase tardía de acumulación mitocondrial con inhibición mixta de la actividad del 

complejo α-cetoglutarato deshidrogenasa (αKGDHc). Estos eventos producen la detención 

del ciclo celular en fase G1 y muerte celular selectiva de células de cáncer de mama a 24 

y 48 horas, respectivamente [88, 93].  

A pesar del rol de αKGDHc en la adaptación metabólica para mantener la sobrevida 

celular  [70] y metástasis [65] en osteocarcinomas y cáncer de mama, en la actualidad se 

desconoce su participación en la sobrevida y proliferación de células de CP, durante la 

estabilización de HIF1-α. Por lo tanto, tomando ventaja de nuestras observaciones previas 

que identifican a GA-TPP+C10 como un inhibidor de αKGDHc [88], este proyecto tiene como 

centro el fenotipo metabólico de células cancerosas de pulmón, explorando la modulación 

farmacológica de αKGDHc en la adaptación metabólica, con HIF1-α estabilizado. 
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2. Hipótesis 

GA-TPP+C10 produce disfunción mitocondrial, disminuyendo formación de 

colonias, migración celular y resistencia a quimioterápicos, en condiciones de normoxia 

y mimético a hipoxia a través del eje OGDH/AMPK en líneas celulares de cáncer de 

pulmón. 

3. Objetivo General 

Caracterizar la disfunción mitocondrial inducida por GA-TPP+C10 y su efecto 

sobre la formación de colonias, migración celular y resistencia a quimioterápicos, en 

condiciones de normoxia y mimético a hipoxia, de manera dependiente al eje 

OGDH/AMPK en líneas celulares de cáncer de pulmón. 

4. Objetivos Específicos 

1. Caracterizar el efecto de GA-TPP+C10 sobre la bioenergética mitocondrial en células 

cancerosas de pulmón, en condiciones de normoxia y mimético a hipoxia. 

2. Establecer los cambios adaptativos del metabolismo celular dependiente al eje 

OGDH/AMPK producidos en respuesta al tratamiento con GA-TPP+C10, en células 

cancerosas de pulmón en condiciones de normoxia y mimético a hipoxia. 

3. Evaluar los efectos de la inhibición mitocondrial producido por GA-TPP+C10 sobre la 

formación de colonias, migración celular y resistencia a quimioterápicos, en 

condiciones de normoxia y mimético a hipoxia. 
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5. Materiales y métodos 

5.1. Compuesto en estudio 

El compuesto conjugado a TPP+ utilizado en el presente estudio (ver Ilustración 2) 

fue sintetizado en el Laboratorio de Productos Bioactivos, Instituto de Química de Recursos 

Naturales, Universidad de Talca (Dr. Ramiro Araya-Maturana), de acuerdo a lo publicado 

en Sandoval-Acuña, 2016 [86]. Se utilizó Dorsomorfina (Tocris Bioscience, Bristol, Reino 

Unido) a 1 µM de acuerdo a lo publicado en Kim & Choi, 2010 [94]. Las soluciones fueron 

preparadas en dimetil sulfóxido (DMSO) (Merck, Darmstadt, Alemania). 

 

Ilustración 2. Estructura química de GA-TPP+C10. Bromuro de ((10-( (2,5-dihidroxibenzoil) oxi) decil) 

trifenilfosfonio. 

5.2. Cultivos celulares 

Las líneas celulares de pulmón humano A549 (ATCC® CCL-185™) y NCI-H1975 

(ATCC® CRL-5908) fueron obtenidas de ATCC (ATCC, Manassas, VA, EE.UU.). Estas 

fueron cultivadas en medio DMEM High glucose (Sigma-Aldrich) suplementado con suero 

bovino fetal al 10% (Biological Industries), antibióticos penicilina 100 UI/mL y estreptomicina 

100 μg/mL (Thermo Scientific), 6 g/L de HEPES (Calbiochem), y 2 g/L de Bicarbonato de 

sodio (MERCK), en ausencia de piruvato. Los cultivos celulares fueron mantenidos a 37°C 

y 5% de CO2 en una atmósfera humidificada. 

5.3. Análisis de la viabilidad celular  

Se determinó el porcentaje de viabilidad celular a partir del método de doble tinción 

de anexina V/yoduro de propidio (AV/PI) siguiendo las instrucciones del fabricante del Kit 



15 

Annexin V-FITC Apoptosis Detection (Abcam, Cambridge, UK). Brevemente, se sembraron 

1x105 células por pocillo en placas de 12 pocillos, las cuales fueron incubadas por 24 horas. 

Posteriormente estas fueron estimuladas con GA-TPP+C10, incubándose el tiempo señalado 

en cada tratamiento. Posteriormente el medio fue colectado, las células tripsinizadas, 

centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos. Estas fueron posteriormente resuspendidas en 

100 μL de buffer 1X de annexin V binding buffer, el cual contiene AV 10μL/100 μL y PI 

1μL/1000 μL. Incubándose las células por 15 minutos en oscuridad a 4°C, posteriormente 

se centrifugaron y resuspendieron en “annexin V binding buffer”. El análisis fue realizado 

mediante citometría de flujo (LSRFortessa BD Biosciences). Las longitudes de onda 

empleadas fueron 488Ex/530Em nm para Anexina V-FITC y 488Ex/575Em nm para PI. Los 

resultados se expresaron como células vivas (porcentaje de células anexina-V-/PI-). 

5.4. Análisis del ciclo celular 

Se determinó el porcentaje de células en cada fase del del ciclo celular. El contenido 

de ADN celular fue analizado mediante citometría de flujo. Las líneas celulares A549 y NCI-

H1975 fueron sembradas en placas de 12 pocillos, (1x105 célula/pocillo), posteriormente 

fueron estimuladas con GA-TPP+C10 20 μM por 48 horas en condiciones de cultivo, en 

condiciones normóxicas y miméticas a hipoxia (preestimulo de 24 horas de CoCl2 400 μM). 

Al finalizar el tratamiento, las células fueron centrifugadas a 1000 × g durante 5 minutos y 

lavadas en 1 mL de PBS frío. Luego los pellets celulares fueron resuspendidos en 1 mL de 

medio de tinción de yoduro de propidio (PI) (citrato de sodio 4 mM, Triton X-100 0,1%, PI 

50 μg/mL y ARNasa 200 μg/mL) e incubados durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. El 

análisis fue realizado mediante citometría de flujo (LSRFortessa BD Biosciences). Las 

longitudes de onda empleadas fueron 488Ex/575Em nm para PI. Los datos se expresaron 

como el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular. El procesamiento de datos se 

realizó a través del software Weasel (versión 3.0.2) y FlowJo (versión 10.0.7). 
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5.5. Respiración celular y tasa de acidificación celular en tiempo real 

Las líneas celulares A549 y NCI-H1975 (18.000 células/pocillo) fueron sembradas 

en placas XFe96 V3-PS y mantenidas por 24 horas a 37°C y 5% CO2, incubadas en medio 

con glucosa y glutamina, sin piruvato. Para emular la condición hipóxica se preestimularon 

las células con CoCl2 400 µM por 24 h. Posteriormente, una hora antes del ensayo, el medio 

es reemplazado por medio de ensayo (DMEM no tamponado sin rojo fenol, con glutamina 

4mM y glucosa 10 mM, pH=7,4). La función mitocondrial fue evaluada usando GA-TPP+C10 

a 10 y 20 µM, oligomicina 1 µM, FCCP 50 nM y rotenona 1 µM/antimicina A 1 µM. Para el 

análisis de la capacidad glicolítica, el medio de cultivo fue reemplazado por medio de 

ensayo (DMEM no tamponado sin rojo fenol, con glutamina 4mM, sin glucosa, pH = 7,4). 

La glicólisis fue evaluada adicionando GA-TPP+C10 20 µM con o sin un preestímulo con 

dorsomorfina a 1 µM, glucosa 10mM, oligomicina 1 µM, y 2-deoxyglucosa (2-DG). Las 

mediciones de la tasa de consumo de oxígeno (OCR, del inglés oxygen consumption rate) 

y la tasa de acidificación extracelular (ECAR, del inglés extracellular acidification rate) 

fueron registradas mediante el análisis de la excitación y emisión de las longitudes de onda 

532/650 nm para el O2 y 470/530 nm para protones. Cada experimento se realizó por 

triplicado. 

5.6. Determinación de los niveles de ATP intracelular 

 

Se sembraron 1x104 células/pocillo de las líneas celulares A549 y NCI-H1975 en 

placas de 96 pocillos. Estas fueron incubadas en medio de cultivo estándar por 24 horas a 

37°C y 5% de CO2. Ambas líneas celulares fueron preestimuladas con 400 µM de CoCl2 

durante 24 horas. Posteriormente, fueron tratadas por 4 horas con 20 µM de GA-TPP+C10.  

La medición se realizó siguiendo las especificaciones indicadas por el fabricante del 

kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega, Madison, WI, EE. UU.), con 
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las siguientes modificaciones. Se retiró 50 µL de medio y la medición se realizó con 50 µL 

del kit. El contenido total fue transferido a una placa opaca y medido en un 

espectrofluorímetro lector de placas Varioskan ® (Thermo Scientific).  

Con el fin de determinar cómo la caída de ATP está mediada por la enzima sensora 

de ATP, AMPK, se realizó la medición repitiendo las mismas condiciones anteriormente 

señaladas i) en un medio sin glucosa y con 10 mM de galactosa y 2) previo al tratamiento 

con GA-TPP+C10 se estimuló con 1 µM de dorsomorfina, un inhibidor de AMPK, durante 1 

hora. 

5.7. Determinación de potencial de transmembrana mitocondrial y los niveles de 

ROS mitocondrial 

Se utilizó el indicador fluorescente tetrametil rodamina metil éster (TMRM, Molecular 

Probes, Eugene, OR, USA) en modo non-quenching. Para esto se sembraron 1x105 células 

A549 y NCI-H1975 por pocillo, en placas de 12 pocillos. Posteriormente, las células fueron 

lavadas con PBS estéril para eliminar trazas de compuesto y estimuladas con TMRM 5 nM 

por 30 minutos. Luego, el exceso de fluoróforo fue lavado y las células fueron resuspendidas 

en 200 μL de PBS para ser analizados mediante citometría de flujo FACS (FACSAria®III, 

BD Biosciences) 540Ex/595Em nm. 

Los niveles de ROS (superóxido) intracelular fueron determinados usando el 

indicador fluorescente dihidroetidio (DHE, Sigma Aldrich). Fueron sembradas 5x104 células 

A549 y NCI-H1975 por pocillo, en placas de 12 pocillos. Al día siguiente, las células fueron 

estimuladas con GA-TPP+C10 a 20 μM durante 24 horas. La condición mimética hipóxica se 

estimuló 24 horas previas con CoCl2 400 μM. Se usó como control, el vehículo DMSO, y 

como control positivo antimicina 1 μM, la cual fue agregada al mismo tiempo que el indicador 

fluorescente. DHE fue preparada en PBS a 5 μM. Se incubó las muestras por 30 minutos a 
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37°C. El indicador fluorescente fue medido mediante citometría de flujo FACS 

(FACSAria®III, BD Biosciences) 510Ex/580Em nm. 

5.8. Western blotting 

La cuantificación de la variación de los niveles de proteínas con cada tratamiento 

fue realizada mediante la técnica de western blot. Brevemente, se sembraron 5x105 células 

A549 y NCI-H1975 en placas Petri de 60 mm siendo mantenidas por 24 horas a 37°C y 5% 

de CO2. Luego, las células fueron estimuladas con los distintos tratamientos señalados en 

cada experimento. Finalizados los tratamientos, las células fueron lavadas con PBS y 

lisadas con RIPA (ensayo de radioinmunoprecipitación) (Tris−Cl [50 mM], NaCl [150 mM], 

dodecil sulfato de sodio [SDS; 0.1%]) más el cocktail de inhibidores de proteasas y 

fosfatasas (IPP) (CellSignalling, Danvers, MA, EE.UU.). A excepción de las muestras en las 

cuales se debía detectar HIF1-α, las cuales fueron preparadas con un buffer de lisis SDS 

0.1% más el IPP. Posteriormente, el lisado fue centrifugado a 3000 g a 4°C durante 15 

minutos, el sobrenadante recolectado y se cuantificó su concentración de proteínas de 

acuerdo al kit PierceTM BCA (Thermo Scientific,Waltham,MA, USA). Luego, una muestra de 

50 μg de proteínas fue separada a través de un gel de electroforesis de SDS-poliacrilamida 

al 8 o 12,5% (SDS-PAGE), siendo posteriormente transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa (Millipore, Billerica, MA). La membrana fue bloqueada a temperatura ambiente 

durante 1 hora con leche sin grasa al 5% en tampón Tris al 0.1% de Tween-20 (TBST), y 

luego incubada con los anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C. Luego de ser 

lavadas con TBST, las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario conjugado 

a peroxidasa de rabanito (HRP) por 2 horas. Finalmente, las membranas fueron expuestas 

al reactivo quimioluminiscente Luminata forte western hrp substrate (Millipore) y reveladas 

utilizando el equipo C-digit (Li-Cor, Lincoln, NE, EE.UU.). Los revelados fueron 
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cuantificados a través de escáner densitométrico utilizando el software ImageJ 1.47v (NIH, 

Bethesda, MD, EE. UU.). 

Listado de anticuerpos usados para Western blot: 

HIF1-α (D2U3T) CellSignalling, #14179, 1:1000; OGDH (E1W8H) CellSignalling, #26865, 

1:1000 ;Phospho-AMPKα (Thr172) (D79.5E), CellSignalling, #4188, 1:1000; AMPKα 

CellSignalling, #2532, 1:1000; PCNA (D3H8P) CellSignalling, #13110 1:1000, β-Actin 

(D6A8) CellSignalling, #8457, 1:1000; Total OXPHOS, Abcam, AB110413, 1:500; VDAC1, 

Santa Cruz  Biotechnology, (B-6), SC-390996 1:500; goat anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz 

Biotechnology, SC-2004, 1:5000; goat anti-mouse IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology, 

SC-2005. 

5.9. Determinación de actividad enzimática de αKGDHc 

Para medir la actividad enzimática se usó el kit αKGDH Activity Assay Colorimetric 

Kit (K678, BioVision, Milpitas, CA, EE. UU.). Para ello, se sembraron 1x105 células A549 y 

NCI-H1975 en placas de 6 pocillos, al día siguiente se estimularon con CoCl2 a 400 µM. 

Luego se estimuló con GA-TPP+C10 a 20 µM por 24 horas. Posteriormente las células fueron 

tripsinizadas y centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, el pellet fue resuspendido en 100 

μL de αKGDH assay buffer y se dejó por 10 minutos en hielo. Posteriormente se 

centrifugaron a 10.000 g por 5 minutos. Del sobrenadante se extrajeron 48 μL los cuales se 

pasaron a placas de 96 pocillos en el que se adicionó el mix de reacción (αKGDH Assay 

Buffer, developer y substrate). Luego se midió la absorbancia durante 1 hora a 450 nm en 

el equipo Varioskan Flash® microplate reader (Thermo Scientific,Waltham,MA, USA). 

5.10. Migración celular 

La migración celular se evaluó utilizando una cámara Boyden (Transwell Costar, 6,5 

mm de diámetro, tamaño de poro de 8 µm) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
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Brevemente, los lados inferiores de los insertos fueron revestidos con fibronectina (2 µg/mL, 

durante la noche a 4°C) y fueron resuspendidas 10.000 células A549 y NCI-H1975 en medio 

sin suero en la parte superior del inserto de la cámara, las cuales fueron incubadas a 37°C 

durante 2 horas. Previamente, las células fueron tratadas durante 24 horas con GA-TPP+C10 

a 20 µM y en conjunto al tratamiento con CoCl2 a 400 μM. Además, se realizaron diversos 

preestímulos con  el inhibidor de AMPK dorsomorfina (1 µM), dimetil-α-cetoglutarato (dm-

αKG) 5 mM o metil-succinato (5 mM). A las 2 horas, los insertos fueron removidos, lavados 

y el lado inferior se tiñó con solución de tinción acuosa de cristal violeta 0,25%, metanol 

20%, por 30 minutos. Posteriormente, 4 campos por inserto fueron fotografiados al azar, y 

las células fueron contabilizadas utilizando el software imageJ 1.47v (NIH, Bethesda, MD, 

EE. UU.). 

5.11. Ensayo de formación de colonias 

500 células de la línea A549 y NCI-H1975 fueron sembradas en placas de 6 pocillos 

a una concentración de 500 células/pocillo, e incubadas por 24 horas a 37°C y 5% de CO2. 

Luego, fueron preestimuladas con 400 µM de CoCl2 durante 24 horas. Posteriormente, las 

células fueron tratadas con 20 µM de GA-TPP+C10 por 6 horas. Concluido esto, se lavó con 

PBS, se renovó el medio de incubación por uno libre de compuestos, a excepción de las 

condiciones con CoCl2, y ambas líneas celulares fueron incubadas por 7 días. Las colonias 

fueron teñidas con una solución de cristal violeta al 0,5% en metanol por 30 minutos. El 

número de colonias fue calculado usando el software ImageJ 1.47v (NIH, Bethesda, MD, 

EE. UU.). 

5.12. Análisis estadístico 

Los resultados fueron expresados como el promedio ± SD de al menos tres 

experimentos independientes. La comparación entre los distintos grupos experimentales 
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versus el control se realizó mediante análisis ANOVA de una vía, con un post-test de Tukey 

mediante el software GraphPad Prism 6.0. El valor p<0,05 fue establecido como el valor 

mínimo de significancia. 

6. Resultados 

Previamente demostramos que los decilhidroxibenzoatos reducen la proliferación 

celular en diferentes líneas celulares de cáncer de mama, oral y colorrectal, presentando 

en todos los casos un valor de IC50 cercano a 10 uM a 48 horas de estímulo [86]. 

Con el objetivo de caracterizar la disfunción mitocondrial inducida por GA-TPP+C10 

en condiciones miméticas a hipoxia en las líneas celulares de adenocarcinoma de pulmón, 

se realizaron los siguientes experimentos: 

6.1. Caracterización de los parámetros mitocondriales de las líneas celulares de 

adenocarcinoma de pulmón. 

A pesar de que las líneas celulares A549 y NCI-H1975 son clasificadas como líneas 

adenocarcinoma de pulmón, ambas presentan diferentes tipos de mutaciones. La línea 

celular NCI-H1975 posee mutaciones en los genes EGFR, CDKN2A, PIK3CA y TP53 [95], 

mientras que la línea celular A549 tiene mutaciones en los genes CDKN2A, KRAS y LKB1 

[96], y no presenta mutaciones en los genes EGFR, PIK3CA, TP53 [97]. Si bien existen 

antecedentes sobre parámetros mitocondriales de la línea celular A549 [98], hasta la fecha 

se desconocen estos parámetros en las células NCI-H1975. A su vez, se desconoce si 

estas mutaciones generan cambios en su fenotipo metabólico, en comparación a las células 

A549.  

Por esto se caracterizaron diversos parámetros mitocondriales en ambas líneas 

celulares. Se observó que tanto las células NCI-H1975 como A549 no presentan diferencias 
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significativas en la razón ECAR/OCR (Fig. 1A). Sin embargo, A549 presenta una mayor 

eficiencia de acoplamiento (Fig. 1B) y potencial de membrana mitocondrial (Fig. 1C), 

comparado con NCI-H1975. Por último, se caracterizaron los niveles proteicos de los 

complejos II, III, V de la cadena respiratoria para ambas líneas (Fig. 1D) y no hubo 

diferencias significativas. 

En conclusión, los datos presentados sugieren que ambas líneas tumorales tienen 

similar contribución de la respiración y glicólisis en su metabolismo. Sin embargo, A549 

tiene un mayor potencial de membrana y eficiencia de acoplamiento. A su vez, estas 

diferencias radicarían en los tipos de mutaciones que ambas líneas celulares poseen.  

 

Figura 1. Caracterización de los parámetros mitocondriales de las líneas celulares de adenocarcinoma 

de pulmón, A549 y NCI-H1975. A. Razón entre la tasa de acidificación extracelular (ECAR) y la tasa de 

consumo de oxígeno (OCR). B. Eficiencia de acoplamiento. C. Potencial de membrana mitocondrial en 

respuesta al desacoplante FCCP, a través del indicador fluorescente TMRM en non-quenching mode, 

expresado en unidades de arbitrarias de fluorescencia (UAF). D. Nivel de la subunidad succinato 

deshidrogenasa (SDHB) (Complejo II), complejo ubiquinol-citocromo c reductasa (UQCRC2) (Complejo III) y 

subunidad α de la ATP sintasa F1 (ATP5A) (Complejo V), de la cadena transportadora de electrones, mediante 

Western blot. Los valores son expresados como promedio ± SD, N = 3, *p ≤ 0,05; **** p ≤ 0,001, n.s. no 

significativo, con respecto al control. 
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6.2. GA-TPP+C10 produce la disminución de la actividad del complejo α-cetoglutarato 

deshidrogenasa (αKGDHc) y la degradación vía proteosomal de la subunidad E1 

OGDH, en condiciones miméticas a hipoxia.  

CoCl2 impide la degradación del HIF1-α en condiciones normóxicas, a través de la 

inhibición de las prolil-hidroxilasas (PHD) [99]. Lo anterior promueve la estabilización de 

HIF1-α y la consiguiente activación de la transcripción de genes blanco de un 

microambiente tumoral hipóxico [20]. Previamente fue descrito que GA-TPP+C10 inhibe la 

actividad del αKGDHc, afectando el metabolismo mitocondrial en modelos de cáncer de 

mama [88]. Sin embargo, todavía se desconoce el mecanismo por el cual induce esta 

inhibición y si éste es dependiente o no de la estabilización de HIF1-α. 

En el presente estudio se evaluó el efecto de GA-TPP+C10 sobre los niveles 

proteicos de HIF1-α y de la subunidad E1 del αKGDHc, OGDH, en condiciones normóxicas 

y miméticas a hipoxia. Se observó que los niveles de HIF1-α se estabilizaron con el 

tratamiento de CoCl2 a 400 µM por 24 h. GA-TPP+C10 disminuye los niveles de HIF1-α a 10 

y 20 µM por 24 h, en ambas líneas celulares (Fig. 2A-B). De igual forma, los niveles de 

OGDH aumentaron significativamente con el mimético de hipoxia en la línea celular A549. 

El tratamiento con GA-TPP+C10 también disminuyó de manera significativa el nivel de OGDH 

tanto en normoxia como con el mimético de hipoxia. Sin embargo, solo es significativo en 

las células A549 (Fig. 2A).  
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Figura 2. Los niveles proteicos de la subunidad E1 OGDH del αKGDHc aumentan con la estabilización 

de HIF1-α por CoCl2 y GA-TPP+C10 disminuye sus niveles tanto en normoxia como en la condición de 

mimético de hipoxia. Se estimularon tanto A. A549 como B. NCI-H1975, durante 24 horas con GA-TPP+C10 a 

20 µM, en conjunto con CoCl2 a 400 μM. Luego se evaluaron los niveles de la subunidad E1 OGDH y HIF1-α 

mediante Western blot. Se utiliza β-actina como control de carga. Los valores son expresados como promedio 

± SD, N = 4, *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,005, **** p ≤ 0,001, n.s. = no significativo, con respecto al control. 

Adicionalmente, debido a la disminución observada en los niveles proteicos de HIF1-

α y OGDH inducida por GA-TPP+C10, se determinó si dicha disminución se debía a una 

degradación mediante la vía proteosomal.  

Para ello se utilizó un preestímulo con el inhibidor del proteosoma MG-132, a 10 µM 

durante 1 hora. Se observó que GA-TPP+C10 a 20 µM por 24 h produce la disminución de 

HIF1-α en condiciones miméticas a hipoxia, la cual se ve revertida con el preestímulo con 

MG-132. A su vez, la disminución de OGDH producida por GA-TPP+C10, tanto en normoxia 

como con el mimético a hipoxia, se ve revertida con el inhibidor del proteosoma. Por 
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consiguiente, podemos indicar que GA-TPP+C10 induce la degradación vía proteosomal de 

ambas proteínas (Fig. 3). 

 
Figura 3. GA-TPP+C10 induce la degradación vía proteosomal de HIF1-α y OGDH, en condiciones 

normóxicas y miméticas a hipoxia. La línea celular A549 fue incubada por 24 h con GA-TPP+C10 a 20 µM, en 

conjunto con CoCl2 a 400 μM. En ciertas condiciones se preestimuló con MG-132, un inhibidor del proteosoma, 

durante 1 h. Luego se evaluaron los niveles de HIF1-α y la subunidad E1 OGDH, mediante Western blot. Se 

utiliza β-actina como control de carga. Los valores son expresados como promedio ± SD, N = 4, *p ≤ 0,05; **p 

≤ 0,01, con respecto al control. 

Se ha demostrado que GA-TPP+C10 logra disminuir los niveles de la subunidad E1 

OGDH del αKGDHc en la condición mimética a hipoxia (Fig. 2). A su vez, estudios 

anteriores describieron su efecto inhibitorio sobre el αKGDHc en un modelo de cáncer de 

mama y pulmón en normoxia [88]. Por esto se estudió el efecto de GA-TPP+C10 en la 

actividad del αKGDHc en la condición de mimética a hipoxia.  
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Luego de una exposición de 24 horas de GA-TPP+C10 a 20 µM, se determinó que 

este compuesto produce una disminución de la actividad del αKGDHc, en la condición 

mimética a hipoxia (Fig. 4). 

 

Figura 4. GA-TPP+C10 produce una disminución de la actividad del αKGDHc, en la condición mimético a 

hipoxia. Ambas líneas celulares de adenocarcinoma de pulmón, A549 y NCI-H1975, fueron incubadas por 24 

h a 20 µM de GA-TPP+C10, posterior a ello se midió su actividad enzimática. Los valores son expresados como 

promedio ± SD, N = 3 en duplicado. *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,005, **** p ≤ 0,001, n.s. = no significativo, con 

respecto al control. 

En conjunto, los datos presentados sugieren que GA-TPP+C10 induce la degradación 

vía proteosomal de HIF1-α y OGDH. Por consiguiente, la degradación de la subunidad E1 

OGDH produce la disminución de la actividad de αKGDHc, en la condición mimética a 

hipoxia.  

6.3. GA-TPP+C10 produce disfunción mitocondrial en líneas celulares de 

adenocarcinoma de pulmón, en la condición mimética a hipoxia. 

Estudios previos determinaron que GA-TPP+C10 produce disfunción mitocondrial, 

por inhibición de la OXPHOS y actividad del αKGDHc, desencadenando la muerte de 

células cancerosas de mama [88]. A pesar de lo anterior, el efecto de GA-TPP+C10 sobre el 

metabolismo en la condición mimética a hipoxia en células cancerosas de pulmón, 

permanece sin ser estudiado.  
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Luego de una exposición de 24 horas de GA-TPP+C10 a 10 y 20 µM se evaluó el 

efecto de este compuesto sobre la bioenergética mitocondrial, determinando la tasa de 

consumo de oxígeno (OCR) y los niveles del potencial de membrana mitocondrial y de 

especies reactivas de oxígeno, en la condición mimética a hipoxia. Se observó que GA-

TPP+C10 disminuye significativamente la OCR, tanto en normoxia como con el mimético de 

hipoxia, en ambas líneas celulares (Fig. 5A). A su vez, en la condición mimética a hipoxia, 

el tratamiento con GA-TPP+C10 a 20 µM por 24 h disminuye significativamente el potencial 

de membrana mitocondrial (Fig. 5B) y aumentan los niveles de especies reactivas de 

oxígeno (Fig. 5C), en comparación al basal.  

En conclusión, GA-TPP+C10 genera disfunción mitocondrial, disminuyendo la 

respiración mitocondrial tanto en normoxia como con el mimético de hipoxia, en ambas 

líneas celulares. A su vez, en la condición con el mimético de hipoxia, GA-TPP+C10 

disminuye significativamente el potencial de membrana mitocondrial y aumentan los niveles 

de especies reactivas de oxígeno. 
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Figura 5. Efecto de GA-TPP+C10 sobre la bioenergética mitocondrial de las líneas celulares de cáncer de 

pulmón, en condiciones de normoxia y mimético a hipoxia. Tanto en (I) A549 como en (II) NCI-H1975 se 

midieron distintos parámetros bioenergéticos tales como la A. tasa de consumo de oxígeno (OCR), B. potencial 

de membrana mitocondrial (ΔΨm) utilizando el indicador fluorescente TRMR en non-quenching mode, y C. 

especies reactivas de oxígeno (ROS) utilizando el indicador fluorescente dihidroetidio (DHE); a 24 horas de 

estimulación con GA-TPP+C10 a 20 µM. La condición “mimético de hipoxia” fue producida con CoCl2 (400 μM). 

Los valores son expresados como promedio ± SD, N = 3 en duplicado. *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,005, **** p 

≤ 0,001, n.s. = no significativo, con respecto al control. 
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6.4. GA-TPP+C10 induce adaptación metabólica dependiente de AMPK en células 

cancerosas de pulmón en condiciones de normoxia y mimético a hipoxia. 

Los resultados anteriores indican que GA-TPP+C10 genera disfunción mitocondrial, 

disminuyendo la respiración mitocondrial y el potencial de membrana mitocondrial (Fig. 5). 

Por ende, se evaluó si este compuesto pudiese afectar otros parámetros bioenergéticos en 

las células tumorales, tales como los niveles de ATP intracelular y la eficiencia de 

acoplamiento (medida de la capacidad de síntesis de ATP acoplada a la respiración 

mitocondrial).  

Como se aprecia en la Figura 6A, luego del estímulo por 4 horas con GA-TPP+C10 

a 20 µM, este compuesto genera una disminución de los niveles de ATP intracelular en 

ambas líneas celulares. Sin embargo, esta disminución es significativa solo en la línea 

celular A549 y en la condición normóxica. A su vez, GA-TPP+C10 disminuye 

significativamente la eficiencia de acoplamiento, tanto en normoxia como con el mimético 

de hipoxia, en ambas líneas celulares (Fig. 6C). 

Debido a que la disminución de los niveles de ATP intracelular no fue pronunciada, 

en comparación a la drástica caída en el OCR (Fig. 5A) y en la eficiencia de acoplamiento 

(Fig. 6C), se propuso que GA-TPP+C10 podría inducir un remodelamiento metabólico hacia 

la glicólisis para mantener los niveles de ATP adecuados para promover la sobrevida 

celular. Este aumento de la glicólisis bajo una inhibición del metabolismo mitocondrial, 

podría ser mediada por la quinasa dependiente de AMP, AMPK [100]. 

Por esto, se evaluaron los niveles de ATP intracelular, esta vez con un tratamiento 

previo utilizando dorsomorfina, un inhibidor de AMPK. Se observó una disminución 

significativa de los niveles de ATP intracelular en la línea A549. Sin embargo, solo fue 

significativa en la condición mimética a hipoxia (Fig. 6A-B). Consistente con lo anterior, se 

evaluaron los niveles de ATP intracelular en un medio sin glucosa y suplementado con 
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galactosa, en el cual no hay producción neta de ATP mediante la glicólisis. Por lo tanto, las 

células cancerosas dependen estrictamente de la fosforilación oxidativa. En esta condición, 

el tratamiento de GA-TPP+C10 disminuye drásticamente los niveles de ATP intracelular (Fig. 

6D). En conclusión, esto sugiere que GA-TPP+C10 induce cambios adaptativos del 

metabolismo energético en ambas líneas celulares.  

Finalmente, para comprobar si GA-TPP+C10 produce un remodelamiento metabólico 

desde la OXPHOS hacia la glicólisis, se evaluó la tasa de acidificación extracelular (ECAR) 

como una medida de la operación de la glicólisis. Se observó que GA-TPP+C10 induce un 

aumento de la tasa glicolítica (Fig. 6E-G) en ambas líneas celulares, en normoxia y 

mimético a hipoxia. A su vez, para determinar si el remodelamiento metabólico hacia la 

glicólisis es dependiente de AMPK, se evaluó el ECAR posterior a un pretratamiento con 

dorsomorfina, el inhibidor de AMPK. Se observó que dorsomorfina revirtió el aumento de la 

tasa glicolítica producido por GA-TPP+C10 (Fig. 6E-G).  

El efecto de GA-TPP+C10 sobre los niveles de fosforilación de AMPK fueron 

evaluados mediante western blot, junto al tratamiento previo con dorsomorfina (inhibidor de 

AMPK). En forma consistente a lo evaluado en la figura anterior, se observó que GA-

TPP+C10 aumenta la fosforilación de la subunidad α de AMPK (treonina 172, fosforilación 

activante de la quinasa), la cual se ve prevenida a su vez con tratamiento de dorsomorfina, 

en ambas líneas celulares, en normoxia (Fig. 7A-B). En última instancia, se observó que la 

combinación con el inhibidor de AMPK disminuye significativamente la viabilidad en la línea 

A549 tanto en normoxia como con el mimético a hipoxia a 48 h (Fig. 7C). 

En conjunto, estos resultados confirman que GA-TPP+C10 genera un 

remodelamiento metabólico desde la OXPHOS hacia la glicólisis, a través de la señalización 

de AMPK y utilizando como sustrato la glucosa, para mantener las necesidades energéticas 

y con ello la sobrevida celular.  
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(continuación …) 
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Figura 6. GA-TPP+C10 induce un cambio metabólico hacia la glicólisis, mediante la activación de AMPK, 

en condiciones de normoxia y mimético a hipoxia. Las líneas celulares de cáncer de pulmón I. A549 y II.NCI-

H1975 fueron previamente tratadas por 24 h con CoCl2 (400 μM), posteriormente se estimuló durante 4 horas 

con GA-TPP+C10 (20 µM), y en el caso que lo corresponda con el inhibidor de AMPK, dorsomorfina (1 µM). A. 

Niveles de ATP celular, en condiciones de normoxia y B. mimético a hipoxia C. Eficiencia de acoplamiento. D. 

Niveles de ATP celular, en medio sin glucosa y con galactosa 10 mM. E-F. Perfil cinético de la tasa de 

acidificación extracelular (ECAR) en normoxia y G. en condición mimética a hipoxia Los valores son expresados 

como promedio ± SD, N = 3. *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,005, **** p ≤ 0,001, n.s. = no significativo, con respecto 

al control. 
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Figura 7. La activación de AMPK inducida por GA-TPP+C10 mantiene la sobrevida celular. A. Niveles de 

p-AMPK y AMPK total, a través de Western blot. Se utiliza β-actina como control de carga. B. Viabilidad celular 

en la línea celular A549 a 48 horas de estímulo, a través del análisis FACS utilizando anexina V y yoduro de 

propidio. Los valores son expresados como promedio ± SD, N = 3 *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,005, **** p ≤ 

0,001, n.s. = no significativo, con respecto al control. 
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Anteriormente se determinó que GA-TPP+C10 induce la disminución de los niveles 

de la subunidad E1 OGDH (Fig. 2) y genera una activación de AMPK (Fig. 7A-B). Por esto, 

se evaluó la participación de esta quinasa en los cambios de OGDH.  

Como se aprecia en la Figura 8, la inhibición de AMPK con dorsomorfina, en 

conjunto al tratamiento con GA-TPP+C10, aumenta los niveles de proteína de la subunidad 

E1 OGDH en ambas líneas celulares. Sin embargo, solo es significativa en normoxia (Fig. 

8A-B). En conclusión, la degradación vía proteosomal de OGDH inducida por GA-TPP+C10 

es dependiente de AMPK, en ambas celulares de adenocarcinoma de pulmón en condición 

normóxica.  
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Figura 8. AMPK participa en los cambios del nivel de la subunidad E1 OGDH del αKGDHc inducidos por 

GA-TPP+C10, en condiciones de normoxia y mimético a hipoxia en células A549. Western blot de OGDH a 

24 horas de estimulación con GA-TPP+C10 a 20 µM, en conjunto con CoCl2 a 400 μM y dorsomorfina 1 µM, en 

las líneas celulares A. A549 y B. NCI-H1975. Se utiliza β-actina como control de carga. Los valores son 

expresados como promedio ± SD, N =3. *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,005, n.s. = no significativo, con respecto 

al control. 

Dada esta disminución en los niveles de la subunidad E1 OGDH del αKGDHc 

mediada por AMPK (Fig. 8), y la disminución de la OCR (Fig.5A), se evaluaron los niveles 

de la proteína de la membrana mitocondrial externa, VDAC, y proteínas de la membrana 

mitocondrial interna, los complejos de la CTE (I, II, III y V).  



36 

Se observó que GA-TPP+C10 induce un aumento de VDAC tanto en normoxia como 

con el mimético de hipoxia, en ambas líneas celulares (Fig. 9). Por su parte, GA-TPP+C10 

induce un aumento significativo de los complejos de la CTE, tanto en normoxia como con 

el mimético de hipoxia, en la línea A549 (Fig. 10A), excepto del complejo I. Esta tendencia 

también puede observarse en algunos complejos en la línea celular NCI-H1975 (Fig. 10B). 

Sin embargo, solamente es estadísticamente significativa en el complejo III. A su vez, se 

observó que, en la línea celular A549 en condición normóxica, el aumento de las proteínas 

mitocondriales de membrana es dependiente de la actividad de AMPK (Fig. 11). 

 

Figura 9. Los niveles de VDAC aumentan con el tratamiento de GA-TPP+C10 en normoxia. Western blot de 

VDAC a 24 horas de estimulación con GA-TPP+C10 a 20 µM, en conjunto con CoCl2 a 400 μM, en las líneas 

células A549 y NCI-H1975. Se utiliza β-actina como control de carga. Los valores son expresados como 

promedio ± SD, N =3. *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01, n.s. = no significativo, con respecto al control. 
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Figura 10. Los complejos de la OXPHOS aumentan con el tratamiento de GA-TPP+C10, tanto en 

condiciones de normoxia como de mimético a hipoxia en la línea celular A549. Nivel de la subunidad 

NADH deshidrogenasa (NDUFB8) (Complejo I), subunidad succinato deshidrogenasa (SDHB) (Complejo II), 

complejo ubiquinol-citocromo c reductasa (UQCRC2) (Complejo III) y subunidad α de la ATP sintasa F1 (ATP5A) 

(Complejo V), de la cadena transportadora de electrones, fueron medidos por Western blot a 24 horas de 

estimulación con GA-TPP+C10 a 20 µM, en conjunto con CoCl2 a 400 μM, en las líneas células A. A549 y B. NCI-

H1975. Se utiliza β-actina como control de carga. Los valores son expresados como promedio ± SD, N = 4. *p 

≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,005, **** p ≤ 0,001 con respecto al control. 
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Figura 11. El aumento de las proteínas mitocondriales de membrana es dependiente a AMPK, en la línea 

A549. Western blot del complejo V, complejo III y VDAC a 24 horas de estimulación con GA-TPP+C10 a 20 µM. 

Se utiliza β-actina como control de carga. Los valores son expresados como promedio ± SD, N =3 (para los 

complejos V y III) y N = 1 (para VDAC). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,005, n.s. = no significativo, con respecto 

al control.  

Dado el aumento en el nivel del complejo III de la cadena transportadora de 

electrones (CTE), se evaluó si este aumento participa en la sobrevida celular. Este 

fenómeno podría estar mediado a través del restablecimiento del flujo de electrones en la 

CTE mediante la lanzadera de la glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa mitocondrial (GPDHm), 

la cual entrega electrones a la ubiquinona y de ella al complejo III [101].  

A través de la combinación de GA-TPP+C10 a 20 µM, junto al inhibidor del complejo 

III antimicina A 0,25 µM (concentración no letal), se observó una disminución parcial pero 

significativa de la viabilidad de las células A549 a las 48 h (Fig. 12). 
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Figura 12. La inhibición del complejo III de la cadena transportadora de electrones disminuyó la 

viabilidad en conjunto con el tratamiento de GA-TPP+C10, en la línea celular A549. Viabilidad celular a 

través del análisis FACS utilizando anexina V/P. Se estimuló durante 48 horas con GA-TPP+C10 a 20 µM, en 

conjunto con antimicina a 0,25 µM. Los valores son expresados como promedio ± SD, N = 4. **p ≤ 0,01; ***p ≤ 

0,005, **** p ≤ 0,001, con respecto al control. 

En conjunto, estos resultados sugieren que la disfunción mitocondrial producida por 

GA-TPP+C10 desencadena adaptaciones metabólicas, tales como el aumento de los niveles 

del complejo III para restablecer el flujo de electrones en la CTE, lo cual está parcialmente 

involucrado en la mantención de la sobrevida celular.  

6.5. GA-TPP+C10 inhibe la formación de colonias, migración celular y resistencia a 

quimioterápicos, en condiciones de normoxia y mimético a hipoxia. 

Dada la inhibición de la bioenergética celular por GA-TPP+C10, se evaluó si ésta 

impacta en parámetros de malignidad de las células de adenocarcinoma, tales como la 

formación de colonias, migración celular y resistencia a quimioterápicos tradicionales, en 

condiciones de normoxia y mimético a hipoxia.  

Recientemente se ha demostrado que un microambiente tumoral hipóxico promueve 

procesos metastásicos, entre ellos la capacidad de resistir al anoikis (muerte celular 

programada producida tras la pérdida de contacto de la célula con la matriz extracelular 

[102])  y así poder formar tumores secundarios alejados del tumor de origen [102].  
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Por esto se evaluó el efecto de GA-TPP+C10 sobre la formación de colonias tanto en 

normoxia como en condición mimética a hipoxia. La condición basal con el mimético a 

hipoxia aumentó la formación de colonias. A su vez, el tratamiento con GA-TPP+C10 a 20 

µM por 6 h inhibió la formación de colonias de manera significativa, tanto en normoxia como 

con el mimético a hipoxia, en ambas líneas celulares (Fig. 13). 

 

Figura 13. GA-TPP+C10 inhibe la formación de colonias en normoxia y mimético a hipoxia. Se evaluó la 

capacidad de formación de colonias en las líneas celulares A. A549 y B. NCI-H1975, luego de un estímulo de 6 

horas con GA-TPP+C10 a 20 µM, en conjunto con CoCl2 a 400 μM. Los valores son expresados como promedio 

± SD, N=4. **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,005, **** p ≤ 0,001, n.s. = no significativo, con respecto al control. 

El antígeno nuclear celular en proliferación o PCNA, a menudo denominado "anillo 

maestro del genoma", es una proteína con forma de anillo que rodea la cadena de ADN y 

actúa como un andamio para favorecer la síntesis de ADN y regular los procesos de 

replicación y reparación [103], motivo por el cual es indispensable en los procesos 

oncogénicos de crecimiento, proliferación y supervivencia de las células cancerosas [104]. 

Además, esta proteína se ve sobreexpresada en diversas líneas celulares no pequeñas de 

pulmón [105]. 
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Considerando lo anterior, se evaluó el efecto de GA-TPP+C10 sobre los niveles de 

PCNA, en ambas líneas celulares de cáncer de pulmón. En la condición basal con el 

mimético de hipoxia, aumentan los niveles de PCNA en ambas líneas celulares. Sin 

embargo, es solo significativa en la línea A549. Además, el tratamiento con GA-TPP+C10 

induce una disminución en los niveles de esta proteína en normoxia y mimético de hipoxia, 

en ambas líneas celulares (Fig. 14A-B). 

A su vez, para evaluar si la activación de AMPK inducida por GA-TPP+C10 participa 

en la disminución observada de PCNA, se preestimuló con dorsomorfina. Se observó el 

rescate de la condición normal en el tratamiento con GA-TPP+C10 y dorsomorfina, en ambas 

líneas celulares. Sin embargo, solo es significativa en la condición normóxica (Fig. 14A-B). 

Además, se observó que GA-TPP+C10 genera una detención del ciclo celular en fase G1, 

en ambas líneas celulares (Fig. 14C).  

En conjunto, estos resultados sugieren que GA-TPP+C10 tiene un efecto 

antiproliferativo mediado por la detención del ciclo celular y disminución de los niveles de 

PCNA, a través de la activación de AMPK en normoxia. 
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Figura 14. GA-TPP+C10 disminuye los niveles de PCNA, a través de la activación de AMPK, en normoxia.  

Western blot de PCNA a 24 horas de estimulación con GA-TPP+C10 a 20 µM, en conjunto con CoCl2 a 400 μM 

y dorsomorfina 1 µM en las líneas celulares A. A549 y B. NCI-H1975. Se utiliza β-actina como control de carga. 

C. Efecto de GA-TPP+C10 en el ciclo celular después de 48 horas en A549 y NCI-H1975, medido a través de 

citómetro de flujo. Los valores son expresados como promedio ± SD, N = 4. *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,005, 

**** p ≤ 0,001, n.s. = no significativo, con respecto al control. C. significancia medida en relación al control en 

fase G1. 
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La migración de las células cancerosas es un paso esencial en el proceso 

metastásico [106], estableciéndose una relación directa entre la estabilización de HIF1-α y 

el aumento de la migración en otros modelos tumorales [107]. Además, se ha reportado 

anteriormente que la activación de AMPK inhibe la migración celular, atenuando la 

formación de lamelipodios, a través de la fosforilación de Pdlim5 en la Serina 177, la cual 

suprime la vía de señalización de Rac1-complejo Arp2/3 [108].  

Por esto se determinó el efecto de GA-TPP+C10 en la migración celular, en la 

condición mimética a hipoxia. Se observó que la condición basal de mimético a hipoxia 

aumenta la migración, la cual es disminuida con el tratamiento de GA-TPP+C10 en ambas 

líneas celulares (Fig. 15A-B). 

 
Figura 15. GA-TPP+C10 inhibe la migración de las líneas celulares de cáncer de pulmón, en condición 

mimética a hipoxia. Las líneas celulares A. A549 y B. NCI-H1975 fueron estimuladas durante 24 horas con 

GA-TPP+C10 a 20 µM, en conjunto con CoCl2 a 400 μM. Posteriormente, se colocaron en una cámara Transwell 

para evaluar su migración. Los valores son expresados como promedio ± SD, N = 4. ***p ≤ 0,005, **** p ≤ 0,001 

con respecto al control.  

De acuerdo a los resultados obtenidos, los cuales indican la activación de AMPK 

inducida por GA-TPP+C10 (Fig. 7), se evaluó si la inhibición de la migración celular 

observada previamente podía verse afectada por la inhibición de esta quinasa. Por otra 
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parte, dada la inhibición del αKGDHc inducida por GA-TPP+C10 (Fig. 4), se evaluó si la 

inhibición de la migración celular observada previamente se debe a la acumulación de su 

sustrato, αKG, el cual podría a su vez inducir la fosforilación de AMPK. 

Para ello se trató previamente con dorsomorfina (1 µM) y luego con GA-TPP+C10 (20 

µM) por 24 h. La inhibición de AMPK por dorsomorfina no afectó la inhibición de la migración 

ya generada por GA-TPP+C10 en la línea A549, ni en normoxia ni con el mimético de hipoxia 

(Fig. 16A-B). 

Por otro lado, se trató previamente con dm-αKG (5 mM) y luego con GA-TPP+C10 

(20 µM) por 24 h. La adición de αKG exógeno no aumentó la inhibición de la migración 

generada por GA-TPP+C10 en la línea A549, ni en normoxia ni con el mimético de hipoxia 

(Fig. 16C-D).  

Adicionalmente, se añadió metil-succinato al medio celular, el precursor permeable 

de succinato, para determinar si la incorporación de este sustrato que alimenta tanto el ciclo 

TCA como la OXPHOS, podría revertir el efecto de GA-TPP+C10 sobre la migración celular. 

Se observó que metil-succinato revierte la inhibición de la migración inducida por GA-

TPP+C10 en las células A549. Sin embargo, solo es significativo en la condición mimética a 

hipoxia (Fig. 16E-F). 

En conjunto con estos resultados, podemos señalar que la disfunción mitocondrial 

inducida por GA-TPP+C10 inhibe la migración celular, de manera independiente a la 

activación de AMPK. A su vez, mediante la adición de sustrato metil-succinato, las células 

A549 pudieron mantener un ciclo TCA y una respiración mitocondrial funcional, para 

sustentar la migración celular.  
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Figura 16. La inhibición de la migración celular inducida por GA-TPP+C10, tanto en condición de normoxia 

y mimético a hipoxia, es independiente de AMPK y de la adición de αKG exógeno. La línea celular A549 

fue estimulada durante 24 horas con GA-TPP+C10 a 20 µM, en conjunto con CoCl2 a 400 μM y (A-B) dorsomorfina 

1 µM, (C-D) dimetil-α-cetoglutarato (dm-αKG) 5 mM o metil-succinato (5 mM) (E-F). Posteriormente, se 

colocaron en una cámara Transwell para evaluar su migración. Los valores son expresados como promedio ± 

SD, N = 3 (E-F. N=2) **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,005, **** p ≤ 0,001, n.s. = no significativo, con respecto al control.   

La resistencia a quimioterápicos constituye uno de los principales problemas en el 

tratamiento del cáncer [109]. Una de las poblaciones de células cancerosas que posee esa 

característica son las cancer stem cells o células madre tumorales, las cuales al estar en 

un microambiente tumoral hipóxico, tienen estabilizado el factor de transcripción inducible 

por hipoxia o HIF1-α [110].  
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Por esto se evaluó si GA-TPP+C10 podía vencer la resistencia a quimioterápicos 

generada en esta condición mimético a hipoxia. Se observó que en la condición mimética 

a hipoxia aumenta significativamente la viabilidad frente al tratamiento con doxorrubicina 50 

nM por 48 h en comparación al tratamiento usado en normoxia. Consistente con la literatura, 

esto sugiere una mayor resistencia a estímulos de muerte por quimioterápicos en condición 

hipóxica [111]. A la vez, cuando se administra doxorrubicina con GA-TPP+C10 en conjunto, 

se observa una disminución de la viabilidad celular (Fig. 17).  

En conclusión, estos datos sugieren que GA-TPP+C10 vence la resistencia a 

doxorrubicina generada en condiciones miméticas a hipoxia. 

 

Figura 17. GA-TPP+C10 vence la resistencia a quimioterápicos generada en condiciones de mimético a 

hipoxia. La línea celular A549 fue estimulada durante 48 horas con GA-TPP+C10 a 20 µM, en conjunto con 

CoCl2 a 400 μM y doxorrubicina 50 nM; luego se evaluó la viabilidad celular mediante análisis FACS, a través 

de AV/PI. Los valores son expresados como promedio ± SD, N = 3. ***p ≤ 0,005, **** p ≤ 0,001, con respecto al 

control. 
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7. Discusión 

αKGDHc es uno de los complejos enzimáticos más sensibles a los cambios del 

microambiente tumoral y es crucial en la adaptación metabólica de células tumorales. Sin 

embargo, todavía se desconocen los mecanismos que están involucrados en este 

fenómeno y cómo la adaptación metabólica dependiente de OGDH permite la sobrevida de 

las células cancerosas en hipoxia. Actualmente, considerando la escasa disponibilidad de 

inhibidores específicos para el αKGDHc, resulta fundamental la búsqueda de nuevas 

moléculas que inhiban de manera selectiva este complejo enzimático. 

Previamente fue descrito que GA-TPP+C10 inhibe la actividad del αKGDHc, 

afectando el metabolismo mitocondrial en modelos de cáncer de mama [88]. Sin embargo, 

todavía se desconoce el mecanismo por el cual induce esta inhibición y si éste es 

dependiente o no de la estabilización de HIF1-α. 

En este trabajo se describe el mecanismo por el cual se produce la inhibición de la 

actividad del αKGDHc (Fig. 4). Se observó que GA-TPP+C10 disminuye los niveles de 

OGDH mediante la degradación proteosomal independiente de la presencia de HIF1-α (Fig. 

2-3), lo cual disminuye la actividad del αKGDHc anteriormente reportada [88]. Para todos 

los inhibidores conocidos de OGDH, este es el primer reporte de una degradación inducida 

por un compuesto. 

En conjunto a la inhibición del αKGDHc producida por GA-TPP+C10, se 

desencadena una disfunción mitocondrial caracterizada por una despolarización de la 

membrana mitocondrial, la disminución de la respiración mitocondrial, el aumento de ROS 

(Fig. 5), el cambio metabólico desde la OXPHOS hacia la glicólisis dependiente de AMPK 

(Fig. 6) y el aumento de las proteínas de la membrana externa e interna mitocondrial (VDAC 

y complejos de la CTE, respectivamente) (Fig. 9-10), de los cuales se demostró que tanto 
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el aumento observado de los complejos III y V, como el de VDAC, son dependientes de 

AMPK (Fig. 11). 

Estos resultados, junto a la evidencia entregada por Fuentes-Retamal et al., 2020 

[88] en modelos celulares de cáncer de mama, sugieren un aumento de la biogénesis 

mitocondrial, la cual busca apoyar la demanda energética de las células cancerosas bajo 

un estrés metabólico [28]. El principal regulador del metabolismo mitocondrial es PGC1α, 

un factor de regulación co-transcripcional que induce la síntesis y ensamblaje de diferentes 

componentes del CTE a través de la activación de una serie de factores de transcripción 

(tales como los factores respiratorios nucleares 1 y 2, NRF-1 y NRF-2, que a su vez 

promueven la expresión del factor de transcripción mitocondrial A, TFAM [30]) y de vías de 

señalización de supervivencia del eje mTOR/AMPK [112]. Décadas de investigación han 

determinado que este fenómeno determina finalmente el efecto terapéutico de varios 

compuestos quimioterápicos cuyo blanco está relacionado con inducir disfunción en la 

OXPHOS [18, 113]. Por otra parte, la heterogeneidad metabólica que subyace en diferentes 

poblaciones de células cancerosas en un mismo tumor contribuye a una baja eficacia del 

tratamiento [114] y la adquisición de resistencia a fármacos antitumorales [115]. Por 

consiguiente, el estudio de las respuestas adaptativas del metabolismo de las células 

cancerosas debe abordarse para sí identificar nuevos blancos que puedan superar la 

plasticidad metabólica tumoral.  

Los fenómenos anteriormente descritos forman parte de un mecanismo de 

adaptación ante el estrés metabólico inducido por el compuesto. El remodelamiento 

metabólico hacia la glicólisis no solo mantiene los niveles de ATP intracelular, sino que 

también entrega precursores que permiten el funcionamiento de la cadena transportadora 

de electrones, a través de la lanzadera glicerol-3-fosfato deshidrogenasa hacia el complejo 

III [101]. A través del bloqueo del complejo III con Antimicina A, se puede sugerir que esta 
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vía podría estar contribuyendo a mantener una respiración parcialmente funcional (Fig. 12). 

Sin embargo, faltan experimentos que puedan determinar con certeza el rol de la glicerol-

3-fosfato deshidrogenasa en el metabolismo mitocondrial bajo inhibición de la actividad 

aKGDHc. 

Cabe destacar que existieron marcadas diferencias en ciertos parámetros 

bioenergéticos entre ambas líneas celulares de adenocarcinoma de pulmón, como por 

ejemplo en los niveles de OGDH (Fig. 2), ATP intracelular (Fig. 6) y de los complejos 

OXPHOS (Fig. 10). La línea celular A549 ya había sido descrita anteriormente por Allen et 

al. 2016 [98] como una línea celular con un alto nivel de dependencia la ablación de OGDH, 

el cual contribuye al metabolismo del ciclo TCA y es necesaria para el crecimiento de las 

células A549 in vitro e in vivo. No existe un reporte tal para NCI-H1975. Sin embargo, la 

diferencia entre ambas líneas celulares radica en las mutaciones que éstas poseen. La línea 

celular NCI-H1975 posee mutaciones en los genes EGFR, CDKN2A, PIK3CA y TP53 [95], 

mientras que la línea celular A549 tiene mutaciones en los genes CDKN2A, KRAS y LKB1 

[96], y no presenta mutaciones en los genes EGFR, PIK3CA, TP53 [97]. La utilización de 

estas líneas celulares radica en la representación de la heterogeneidad genética que existe 

dentro del adenocarcinoma, el tipo de cáncer de pulmón más común [116]. 

p53 es la proteína “guardiana del genoma”, que al exportarse al núcleo interactúa 

con ciertas proteínas vinculadas al control del ciclo celular. A su vez, p53 se exporta a la 

mitocondria e interactúa con proteínas BH3 de tipo anti y pro-apoptóticas [117]. Actualmente 

se conoce que en aquellas líneas celulares que poseen p53 mutada, se pierde el control 

del ciclo celular. Sin embargo, la interacción con la mitocondria perdura, favoreciendo la 

liberación de citocromo c y, por consiguiente, formando el apoptosoma que desencadena 

la apoptosis [117]. Sin embargo, la mutación activante de RAS, KRAS, podría ser definitoria 

en términos metabólicos entre las líneas celulares. Esta mutación genera un 
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desacoplamiento entre la glicólisis y la glutaminólisis que vuelve a las líneas celulares con 

KRAS, como la línea celular A549, dependientes a la glutamina [118]. Dado que la OGDH 

es el cuello de botella donde termina la glutaminólisis, debiese existir cierta dependencia a 

esta enzima.  

Por otro lado, la proliferación descontrolada es una de las características 

fundamentales de las células cancerosas [3]. En este proceso, la célula cancerosa debe 

replicar su material genético [103]. En la fase G1 del ciclo celular aumenta la expresión de 

las proteínas involucradas en el proceso de replicación del ADN, a llevarse a cabo en la 

fase S [105]. Entre esas proteínas se encuentra PCNA, la cual es esencial en los procesos 

de regulación del ciclo celular y la replicación del ADN. Como se puede apreciar en este 

trabajo, el compuesto GA-TPP+C10 disminuye los niveles proteicos de PCNA, de manera 

dependiente de AMPK (Fig. 14), como lo señalaron anteriormente Mi et al., 2019 [119]; lo 

cual detiene el ciclo celular en G1. Presumiblemente, la detención del ciclo en G1 se 

produce por una disminución en la inhibición que genera PCNA sobre p21, el inhibidor de 

la quinasa dependiente de ciclina [103]. 

Por otra parte, la estabilización fisiológica o mimética de HIF1-α, puede generar 

adaptaciones en el flujo de carbonos en el ciclo TCA [38, 39]. En este escenario, cobra 

relevancia la carboxilación reductiva y en específico la enzima OGDH, la cual es el cuello 

de botella tanto de la vía oxidativa como reductiva del ciclo TCA, brindando el NADH 

necesario para mantener la respiración mitocondrial y síntesis de precursores requeridos 

para la proliferación celular [34]. Por lo tanto, utilizando CoCl2, un inhibidor de PHD, para 

estabilizar HIF1-α, se evaluaron los niveles de OGDH, la formación de colonias, migración 

y resistencia a doxorrubicina en las líneas celulares de adenocarcinoma de pulmón. Se 

observó que todas estas características de malignidad se vieron aumentadas con la 

estabilización de HIF1-α. En forma contraria, el tratamiento con GA-TPP+C10 disminuyó la 
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formación de colonias (Fig. 13), la migración celular (Fig. 15), la resistencia a la 

doxorrubicina inducida por el mimético de hipoxia (Fig. 17) y la disminución de los niveles 

proteicos tanto de OGDH como de HIF1-α, mediante la degradación proteosomal (Fig. 2).  

Con respecto a la disminución de HIF1-α inducida por el compuesto, estudios 

señalan que la acumulación del sustrato de la PHD, αKG, ha mostrado aumentar la afinidad 

de la PHD por el O2 y de esa manera, promover la hidroxilación y degradación de HIF1-α, 

a pesar de encontrarse estabilizado [120]. A su vez, la inhibición del complejo I mitocondrial, 

al igual que una deficiencia en la NNT, ambas llevarían a una acumulación de NADH y 

consecuentemente, a un aumento en αKG, disminuyendo además la tasa del ciclo TCA 

[121, 122]. Sin embargo, nuestros resultados señalan que al igual que la OGDH, GA-

TPP+C10 también induce la degradación vía proteosomal de HIF1-α (Fig. 3). 

Además, considerando que en la actualidad se conoce que la hipoxia altera el 

metabolismo de la glutamina [58], en esta tesis se observó que en la condición basal con 

HIF1-α estabilizado, había una tendencia en las células A549 que indicaban una inhibición 

en la actividad enzimática del αKGDHc. Este resultado sugeriría lo anteriormente reportado 

por Sun et al., 2014 [58], quienes señalan que la estabilización de HIF1-α mediante hipoxia 

fisiológica induce la inhibición de la actividad enzimática del αKGDHc, a través de la 

ubiquitinación y proteólisis de la variante de empalme de 48 kDa de la subunidad E1 

OGDH2, mediante la activación de la E3 ubiquitina ligasa, SIAH2. Tomando en 

consideración esto, en nuestro estudio aún queda por establecer si el efecto de GA-

TPP+C10 produce cambios en expresión génica y abundancia proteica de las isoformas de 

OGDH. 

Por otra parte, a través del tratamiento previo con un precursor permeable de 

succinato, metil-succinato, se pudo observar la reversión del efecto inhibitorio en la 

migración celular en la línea A549, en condiciones miméticas a hipoxia (Fig. 16F). El 
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complejo succinato deshidrogenasa (SDH) cataliza la oxidación de succinato a fumarato en 

el ciclo TCA y mantiene el transporte de electrones funcional a través de la ubiquinona de 

la CTE [123]. A su vez, reportes han destacado el rol de metabolitos como el succinato en 

la inhibición de las prolil hidroxilasas responsables de la degradación proteosomal de HIF1-

α, y su consecuente acumulación [124]. Mediante esta adición al medio celular, las células 

A549 en condiciones miméticas a hipoxia pudieron mantener un ciclo TCA y OXPHOS 

funcional, que brindaron la energía necesaria para sustentar la migración celular. 

En síntesis, los datos obtenidos en esta tesis sugieren fuertemente que OGDH es 

el blanco de GA-TPP+C10. A su vez, la activación de AMPK inducida por el compuesto puede 

inducir la degradación vía proteosomal de OGDH, siendo uno de los pasos primarios para 

inducir disfunción mitocondrial, en el cual radica su efecto antitumoral.  
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8. Resumen de resultados y conclusión 

El compuesto GA-TPP+C10 inhibe el αKGDHc en las líneas celulares de 

adenocarcinoma de pulmón con HIF1-α estabilizado. Esta inhibición es provocada por la 

inducción de la degradación vía proteosomal de la subunidad E1 OGDH dependiente de 

AMPK.  

En conjunto a la inhibición del αKGDHc producida por GA-TPP+C10, se 

desencadena una disfunción mitocondrial caracterizada por la alteración de una serie de 

parámetros bioenergéticos que provocan el efecto antitumoral citostático en las líneas 

celulares de cáncer de pulmón. Ante este estrés celular, se desencadena un cambio 

metabólico desde la OXPHOS hacia la glicólisis, dependiente de AMPK. A través de este 

mecanismo de adaptación, las células cancerosas mantienen parcialmente funcional la 

respiración mitocondrial, con el cual apoyan la sobrevida celular (Ilustración 3). 

Los resultados obtenidos en esta tesis confirman el efecto inhibitorio de GA-TPP+C10 

sobre la formación de colonias, migración celular y resistencia a quimioterápicos en 

condiciones miméticas a hipoxia. En base a lo anterior, es fundamental que el estudio de 

este compuesto sobre células cancerosas en un microambiente tumoral hipóxico prosiga 

en estudio, con el fin de comprobar su efecto sobre esta población. Además de comprobar 

su efecto en estudios in vivo, evaluando así su utilización como un posible tratamiento para 

el cáncer de pulmón.  

A su vez, que GA-TPP+C10 sea el primer compuesto en estudio que induzca la 

degradación de OGDH, amerita que pueda seguir siendo estudiado para comprender a 

cabalidad esta enzima y el complejo enzimático del cual forma parte.   
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Ilustración 3. Mecanismo de acción propuesto para GA-TPP+C10. El compuesto GA-TPP+C10 inhibe el 

αKGDHc, mediante la degradación proteosomal de OGDH dependiente de AMPK. A su vez, el compuesto 

induce la alteración de una serie de parámetros bioenergéticos, tal como la disminución del OCR, caída de ΔΨm 

y los niveles de ATP intracelular y un aumento de ROS. El estrés metabólico inducido por el compuesto provoca 

la activación de AMPK, que genera una respuesta adaptativa dependiente de esta quinasa, tal como un aumento 

de la vía glicolítica y aumento de proteínas mitocondriales de membrana. Además, el estrés metabólico 

desencadenado por GA-TPP+C10 disminuye los niveles de PCNA, generando la detención del ciclo celular en 

G1, disminuye los niveles de HIF1-α en la condición mimética a hipoxia y características de malignidad que se 

encuentran aumentadas en esta condición, tales como la formación de colonias, migración celular y la 

resistencia a doxorrubicina.  
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