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. RESUMEN

Introduccion:

El Cancer de Cabeza y Cuello representa la sexta neoplasia maligna mas incidente
en el mundo. El quimioterapéutico mas utilizado en su tratamiento es Cisplatino. No
obstante, las células tumorales adquieren resistencia a este farmaco. La baja
disponibilidad de glucosa en el microambiente selecciona poblaciones de células
mas resistentes o Cancer Stem Cells, por medio de la induccién del proceso
autofégico. Por tanto, es necesario el desarrollo de tratamientos mas eficaces que
ataguen a estas células. Se ha descrito que farmacos de uso clinico como
Itraconazol, un antifungico, e Hidroxicloroquina, un inmunomodulador, podrian tener
efecto antitumoral, ya que Itraconazol inhibe el canal VDACL1 e Hidroxicloroquina
inhibe la autofagia, siendo la proteina LC3B-Il uno de sus principales
biomarcadores. Este estudio evalla el efecto citotoxico de Cisplatino, Itraconazol e
Hidroxicloroquina en lineas celulares de CCyC cuando se encuentran en un medio

con baja glucosa.

Materiales y métodos: Los ensayos se realizaron en cultivos de CAL-27, HEp-2 y
DOK expuestos a bajas concentraciones de glucosa. Mediante el ensayo de MTT
se determind su potencia y selectividad citotoxica. Por altimo, utilizando la técnica
de Western Blot se determiné el impacto de la baja concentracion de glucosa en la

expresion de las proteinas LC3B-11 y VDACL1 en los cultivos tumorales.

Resultados: Se obtuvieron valores de ICso mayores en cultivos con baja
concentracion de glucosa para Cisplatino, en cambio, para Itraconazol e
Hidroxicloroquina los valores obtenidos resultaron menores en CAL-27 y HEp-2.
Ninguno de los tres fArmacos es selectivo para las células tumorales, ya que con la
linea displasica DOK se obtuvo una disminucion de la viabilidad considerable.
Aumento la expresion de LC3B-Il y VDACL1 (P<0,05) en cultivos de CAL-27 y HEp-

2 en baja glucosa.

Conclusiones: lItraconazol e Hidroxicloroquina aumentaron su citotoxicidad en
CAL-27 y HEp-2 al estar en bajas concentraciones de glucosa. Hidroxicloroquina
posee una gran eficacia y concentraciones aplicables clinicamente (ICso 25-35,2



uM). Es necesario a futuro evaluar selectividad con otras lineas celulares sanas. Se
puede inferir que las bajas concentraciones de glucosa tal vez podrian aumentar el
proceso autofagico y desencadenar un cambio en el metabolismo energético
mitocondrial de CAL-27 y HEp-2.



II. MARCO TEORICO

1. Conceptos béasicos y epidemiologia del cancer

El cancer o también denominadas neoplasias malignas es un conjunto de
enfermedades multifactoriales que se caracteriza por la multiplicacion
descontrolada de células. Es una enfermedad que puede ramificarse a distintas
zonas del cuerpo provocando no solo el deterioro de distintos érganos, sino que en

su etapa mas tardia la muerte (Instituto Nacional del Cancer (NIH), 2015).

Es considerada la segunda causa de muerte a nivel mundial. Ademas, una de cada
6 muertes es atribuida al cancer llegando a provocar 9,6 millones de muertes en el
afo 2018 (Organizacion Mundial de la salud (OMS), 2018).

La alta tasa de mortalidad es un resultado que se traduce en la deteccién tardia de
esta enfermedad, y por consiguiente su retraso en el tratamiento. Se estima que el
75% de los canceres en América son evitables siguiendo una correcta estrategia
preventiva que se basa en el diagndstico temprano y la reduccion de sus factores
de riesgo (Arem y Loftfield, 2017; Harvard Health Publishing, 2019).

Dentro de los factores de riesgo mas influyentes destacan el consumo de tabaco, el
exceso de peso y obesidad, mala alimentacién en conjunto a una vida sedentaria,
el abuso de alcohol, infecciones virales (virus papiloma humano, virus hepatitis B y
C) y, por ultimo, el estar expuesto a distintos agentes ambientales (contaminacion
del aire, radiaciones ionizantes, radiaciones ultravioletas, etc.) (Cancer Research
UK, 2015). El tabaquismo es el factor de riesgo de cancer mas importante y
ocasiona aproximadamente el 22% de las muertes por cancer a nivel mundial

(Forouzanfar y cols., 2016).

Se ha estimado que para el afio 2040 la incidencia de nuevos casos de cancer
aumentara hasta 29,5 millones, un 63,1% mas respecto a 2018, esto se cree debido

a una mayor tasa de envejecimiento en la poblacion (GLOBOCAN, 2018).
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1.1. Céncer en Chile
Existen diferencias regionales en la incidencia y mortalidad por cancer, asi como el
tipo de céncer predominante, esto determinado por los factores de riesgo,

disponibilidad y uso de practicas médicas de cada pais (Itriago y cols., 2013).

La situacion epidemiologica de mortalidad en Chile en el afio 2010 muestra que el
cancer ocupa el segundo lugar dentro de las causas de muerte. La prevalencia
nacional para cancer es un 24,6% y se observa una prevalencia mayor en las
regiones de Antofagasta (29,0%), Coquimbo (26,2%), Valparaiso (25,5%) y Region
Metropolitana (25,1%). Los canceres mas prevalentes en nuestro pais son:
estbmago, mama, prostata, pulmon, vesicula y colon, respectivamente. En los
hombres, las tasas mas altas corresponden a cancer de préstata, estomago, piel
(no melanoma), traquea, bronquio y pulmoén, colon y testiculo. En cambio, en las
mujeres, las tasas mas altas corresponden a cancer de mama, piel (no melanoma),
vesicula biliar, cuello uterino, estbmago y colon (Ministerio de Salud (MINSAL),
2018).

Actualmente, el desafio mas grande que trata de combatir el sistema publico es la
reduccion de las tasas de mortalidad. Por esta razén, en el afio 2013 se incluyeron
algunos canceres dentro de las Garantias Explicitas de Salud (GES), programa
ministerial en el que ofrecen garantias de acceso, calidad, proteccion financiera y
oportunidad a distintas enfermedades o condiciones de salud. Ayudando de esta
forma a cubrir costos econdmicos del diagnéstico y tratamiento de ésta, asi como
otorgando un acceso oportuno a la atencién (MINSAL, 2018). En octubre del afio
2020, debido a la alta incidencia de esta patologia, se promulgo la Ley Nacional del
Céancer, que tiene por principal objetivo establecer un marco normativo para la
planificacién de politicas publicas, programas y acciones destinadas a establecer
las causas y prevenir el aumento en la incidencia de esta enfermedad, asi como su

adecuado tratamiento y recuperacion (MINSAL, 2020).
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2. Céancer de Cabezay Cuello (CCyC)

2.1 Generalidades y epidemiologia
Es un conjunto de canceres que se caracterizan principalmente por afectar las
mucosas que revisten las zonas humedas de la cabeza y del cuello, asi como a las

distintas glandulas que se encuentran en este territorio anatomico (NIH, 2017).

De acuerdo con la International Agency for Research on Cancer (IARC
GLOBOCAN), mas de 630.000 personas son diagnosticadas anualmente por este
cancer. Mas del 90% de ellos son de histologia escamosa, es por esta razon que
se les denominan carcinomas escamosos de cabeza y cuello (CCyC). Poseen
comportamiento agresivo, incluso comprometiendo érganos y tejidos en etapas
posteriores al tratamiento. El resto de las histologias corresponde a un 2% sarcoma

y un 7% a adenoescamoso, melanoma y otros no especificados (Carcamo, 2018).

El tabaquismo y el consumo de alcohol son los principales factores de riesgo
reconocidos, atribuyéndose un efecto en 75% de los casos, con un efecto sinérgico
cuando son combinados. El tabaco se asocia mas con cancer de laringe, mientras
qgue el consumo de alcohol con cancer de cavidad oral y faringe. Se ha estudiado
gue existen cepas del virus papiloma humano que se encuentran ligadas al cancer
de garganta por medio de transmision sexual, estas son (VPH16 asociado a cancer
oral y VPH18 asociado a cancer laringeo) las que se manifiestan sobre la base de
la lenguay los pliegues de las amigdalas en una zona muy posterior. Debido a esta
razon es muy dificil su diagnoéstico (Cardemil, 2014; American Dental Association,
2019).

Existen distintos tipos de CCyC dependiendo de la zona anatomica afectada;
orofaringe, nasofaringe, hipofaringe, senos paranasales y cavidad nasal, glandulas

salivales, laringe y cavidad oral (Marur y Forastiere, 2016).
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2.2. Céancer de laringe

El cancer de laringe es un tipo de cancer de CCYC gque afecta principalmente las
zonas de la supraglotis, glotis y subglotis, areas donde se encuentran
principalmente las cuerdas vocales (Figura 1). Lalaringe es una parte de
la garganta, entre la base de la lengua y la traquea (Jones y cols., 2016).

Sus principales signos y sintomas son: dolor de garganta o tos que no desaparece,
dificultad o dolor al tragar, dolor de oido, bulto en el cuello o la garganta y cambio
de la voz o ronquera. La mayor parte de los canceres de laringe se forman en las
células escamosas, que son células delgadas y planas que revisten el interior de la
laringe (Rinkel y cols., 2014).

Anatomia de la laringe

Epiglotis
Supraglotis
~Cuerdas vocales  Laringe

Glotis

Subglotis

Eséfago
Traquea |

Figura 1. Anatomia de la laringe, (NIH, 2020). Las tres partes principales de la laringe son; la supraglotis
(incluida la epiglotis), la glotis (incluidas las cuerdas vocales) y la subglotis.

2.3. Céancer Oral

El cancer oral es un tipo de CCYC que se puede encontrar principalmente en los
labios, los dos tercios anteriores de la lengua, mucosa bucal, piso de boca, encia
adherida, trigono retromolar y paladar duro (Bagan y cols., 2010). El carcinoma oral
de células escamosas (COCE) es la neoplasia maligna mas comdn de origen
epitelial en la cavidad bucal, representa aproximadamente al 90% de los casos y
suele afectar en su mayoria a hombres mayores de 40 afios de edad. Los sitios de
localizacion mas frecuentes son la lengua y el piso de la boca (Figura 2) (Boza,
2017).


about:blank
about:blank
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Los signos y sintomas més habituales para su deteccion son; una lesiéon bucal que
no regenera (signo mas frecuente) que generalmente corresponde a una Ulcera de
fondo oscuro, dolor persistente en el area bucal, bulto o engrosamiento en la mejilla,
leucoplasia/eritroplasia/leucoeritroplasia sobre las encias, lengua, amigdalas o el
revestimiento de la boca, dolor de garganta o dificultad para masticar y tragar,
cambios en la voz, una protuberancia en cuello que generalmente corresponde a
una adenomegalia linfatica, mal aliento y abrupta pérdida de peso. Estas lesiones
son consideradas como precancerosas, quiere decir que pueden provocar cancer,
pero no basta solo con poseerlas para desarrollar signos de malignidad
(Markopoulos, 2012).

Estos signos y sintomas al ser tan inespecificos crean la necesidad de estar en
constante revisién con un profesional, en este caso son los odontélogos los que
cumplen este rol, si estos no remiten en 2 semanas es importante informarlo para
descartar un diagnoéstico de futura neoplasia maligna (Mateo-Sidron y Somacarrera,
2015; NIH, 2018).

Generalmente la tasa de mortalidad de esta patologia se da por el diagndstico tardio
(Fase llI-IV) que corresponde actualmente a el 60% aproximadamente de los

canceres diagnosticados. La sobrevida a 5 afios es del 50%, lo que quiere decir que

es una enfermedad de rapido progreso, aunque prevenible (Santelices y cols.,
2016).

Figura 2. Manifestacion clinica de Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE), Extraido de (Bolesina
y cols., 2012) y (Del Corso y cols., 2016). 1.Carcinoma oral de células escamosas en borde lateral derecho
de la lengua. 2. Carcinoma oral de células escamosas en piso de boca.
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3. Tratamientos contra CCyC

En los ultimos afios han acontecido notables avances en el manejo inicial de estos
pacientes gracias a la cooperacion multidisciplinaria en los tratamientos. Cuando se
diagnostica de forma precoz (estadio | o Il) el CCyC puede tratarse con cirugia y/o
radioterapia. Desafortunadamente, el 75% de los pacientes con CCyC se
diagnostican con enfermedad localmente avanzada. En estos estadios mas
avanzados (Il y IV) se han integrado estrategias mas recientes al tratamiento local,
tales como la quimioterapia de induccion y/o quimiorradioterapia en combinacién
con cirugia; sin embargo, la tasa de supervivencia a 5 afios continla siendo de
alrededor del 30%; ademas, el 60% de los pacientes experimentardn una
recaida/recurrencia locorregional o a distancia en los 2 afios siguientes al

tratamiento inicial (Garcia y Bueno, 2008; Le y Hanna, 2018).

3.1. Cisplatino, el farmaco gold standar
Dentro de los quimioterapéuticos mas comunmente utilizados para el tratamiento de
cancer se encuentra el 5-fluorouracilo y los farmacos en base a platino, como

carboplatino, oxaliplatino o cisplatino (Wise-draper y cols., 2013).

En los dltimos 50 afios Cisplatino o cis-diaminocloroplatino (CDDP) ha sido el
farmaco quimioterapéutico mas utilizado y estudiado. Esto debido a su seguridad
clinicay su eficacia en la utilizacion de distintos canceres humanos como cancer de
vejiga, pulmédn, ovario, testiculo, linfomas, sarcomas, de cabeza y cuello (CCyC),
etc. (Pendleton y Grandis, 2013; Dasari y Tchounwou, 2014).

El mecanismo de accion que se describe para el CDDP es la capacidad que tiene
para formar enlaces covalentes con las bases purinas del ADN de la célula tumoral;
provocar dafios en la secuencia gendmica del ADN, y posteriormente inducir la
apoptosis de la célula tumoral. A pesar de esto, se ha descubierto en varios estudios
mas actuales que uno de los obstaculos mas grandes en esta terapia es que se
comienza a desarrollar resistencia a cisplatino, en la cual el tratamiento pierde su
eficacia, asi como se ha visto asociado igualmente a numerosos efectos

secundarios indeseables como problemas renales graves, reacciones alérgicas,
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disminucién de la inmunidad a infecciones, trastornos gastro-intestinales,

hemorragias, pérdida de la audicion, xerostomia y mucositis (Aldossary, 2019).

Multiples investigaciones han determinado que la adquisicion de la resistencia a
CDDP es de origen multifactorial, en la que involucra los factores propios del
hospedero, cambios genéticos, epigenéticos y numerosos eventos moleculares
(Yamano y cols., 2009). Se han planteado a grandes rasgos tres posibles
mecanismos celulares que explicarian el desarrollo de esta resistencia; el aumento
en los mecanismos de reparacion del ADN, una alteracion en la acumulacion
intracelular de cisplatino mediada por transportadores celulares que aumentan la
exportacion y bloquean su entrada, o por una inactivacion intracelular del CDDP al
conjugarse con moléculas como glutation y metalotioneinas (Figura 3) (Makovec,
2019). Estas moléculas participan en los mecanismos de detoxificacion celular ya
que son ricas en aminodcidos que contienen azufre como cisteina o metionina,
permitiendo de esta manera que el platino se una intensamente al azufre,
inactivando al CDDP. La union del glutation con el CDDP debe ser catalizada por la
enzima glutation-S-transferasa (GST) que hace que la molécula, una vez
conjugada, se vuelva menos reactiva y mas susceptible de ser externalizada de la
célula por las bombas especificas dependientes de ATP como las MRP1 0 MPR2
(Germa-Lluch y Piulats., 2013).
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Figura 3. Mecanismos de resistencia de las células tumorales al cisplatino, Modificado de (Ribeiro y
cols., 2018). 1.Disminucioén de la expresion de los canales transportadores y entrada del farmaco; 2 y 3. Salida
del farmaco de las células (aumento de la expresion de canales transportadores de multiples farmacos); 4.
Capacidad de reparacion del ADN; 5. Desintoxicacion de farmacos (altos niveles de glutation o glutation S-
transferasa); Abreviaturas: CTR1 (receptor de transporte de cloruro 1); GSH (glutatién); GST (glutation S-
transferasa); MRP-1 (proteina 1 asociada a la resistencia a multiples farmacos); Bomba GS-X (bomba de
exportacion de conjugado S de glutatién dependiente de ATP).
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4. Heterogeneidad tumoral y resistencia terapéutica

Los tumores solidos se encuentran conformados por una compleja mezcla de
diferentes subpoblaciones celulares en constante interaccién con su microambiente
(Cassidy y Bruna, 2017; Dagogo-Jack y Shaw, 2017). Este microambiente se
encuentra compuesto por células sanguineas, células linfaticas, vasos sanguineos
y una matriz extracelular (ECM) responsable de proporcionar nutrientes y soporte a
las células tumorales (Arcucci y cols., 2016; Ribeiro y cols., 2020).

La heterogeneidad intratumoral, propuesta décadas antes, proporciona una
explicacion razonable para justificar el fracaso del tratamiento dirigido, el que se
traduce en posterior desarrollo de recaidas y metastasis. Esto se debe a que la
terapia selecciona subclones preexistentes que logran sobrevivir a la interacciéon
con el farmaco por medio de mutaciones que obtuvieron para evitar su muerte

celular (Mroz y Rocco, 2016).

Se han propuesto dos modelos para explicar el origen de la heterogeneidad, el
modelo de Cancer Stem Cells (CSC) o Células Iniciadoras de Tumores (CTI) y el
modelo de evolucion clonal. Estos modelos, no son mutuamente excluyentes (Lovly
y cols., 2016). La teoria de la evolucion clonal tiene en cuenta las diferencias
intrinsecas entre todas las células basadas en sus cambios genéticos y
epigenéticos. Los clones mas adaptados se seleccionan y contribuyen a la
diversidad de la poblacion de células tumorales (Thankamony y cols., 2020). En
cambio, el modelo de las Cancer Stem Cells o Células Iniciadoras de Tumores
considera responsables de la heterogeneidad tumoral a un subgrupo de células
especificas que comparten propiedades bioldgicas con Stem Cells o Células madre.
Estas se caracterizan por poseer capacidad de autorrenovacion, asi como de
diferenciacion en multiples linajes y guiar el crecimiento tumoral, siendo capaces de
replicar una nueva masa tumoral heterogénea de manera jerarquica. Ultimamente
se ha propuesto que son estas células las que adquieren la resistencia y sobreviven
a los efectos de la quimioterapia, siendo posibles responsables de la invasién y
crecimiento de nuevos tumores (Figura 4) (Zuoren y cols., 2012; Ferreira y cols.,

2016). Evidencia emergente ha demostrado que las CSC tienen un fenotipo
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metabdlico diferente del resto de las células de la masa tumoral, y son estas
actividades metabdlicas las que participan directamente en el proceso de
transformacion de las CSC y que permiten la progresion tumoral (Chan Chae y Ho
Kim, 2018).
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Figura 4. El concepto de Cancer Stem Cell (CSC), Extraido de (Desai y cols., 2018). Los tumores son
heterogéneos y contienen a la mayoria de las células que no son o son poco tumorogénicas y un pequefio
subconjunto de CSC. Las CSC se pueden distinguir funcionalmente de otras poblaciones por su capacidad para
reconstituir un tumor diferenciado.

5. Metabolismo energético tumoral

Las células tumorales se caracterizan por tener preferentemente un metabolismo
glucolitico aerdbico, esto quiere decir, que la mayor parte de su energia deriva de
la glucdlisis. Este proceso es el encargado de convertir la glucosa a lactato para
posteriormente ganar energia por medio de su fermentacion, ain en presencia de
oxigeno disponible. A este comportamiento se le denomina Efecto Warbug, el que
produce notoriamente menos energia que si la célula optara por la utilizacion del
oxigeno en la via de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). No obstante, ha resultado
ser beneficioso para éstas, ya que proporciona los precursores para diferentes vias
metabdlicas (aminoacidos y azucares como lo son NADPH vy ribosa), esenciales
para la produccion de ADN y ARN. Esta predileccién por la via glicolitica es
necesaria para la proliferacion y division de las células tumorales, para el
crecimiento tumoral y la progresion a largo plazo a un estado de mayor malignidad
(Fadakay cols., 2017).
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Las células tumorales se encuentran en constante interaccion con cambios
drasticos en el microambiente, como la hipoxia, la deprivacion de nutrientes y la
acidificacion del medio. Ultimamente se ha estudiado que existe una gran cantidad
de células tumorales CSC que poseen una plasticidad notable en la adaptacion
metabdlica. La reprogramacion del metabolismo de la glucosa permite a estas
células CSC satisfacer los requerimientos energéticos para mantener su actividad
metabodlica. Ademas, proporciona una gran ventaja para la supervivencia y
crecimiento. Para la mantencion de todos estos procesos las células recurren a la
via de la OXPHOS, ya que es la que proporciona mayor cantidad de energia. Este
cambio adaptativo de via metabdlica glucolitica aerobia a fosforilacion oxidativa se
conoce como Switch glicolitico (Snyder y cols., 2018; Lin y cols., 2020).

Creciente evidencia sugiere fuertemente que la funcion mitocondrial en estas
células es critica y juega un papel crucial en las funciones de las CSC, como en su
capacidad de ser iniciadora de tumores, la migracién y la resistencia a

medicamentos quimioterapéuticos (Chan Chae y Ho Kim, 2018).

6. Mitocondria en células tumorales

Estos organelos citoplasmaticos no solo son los encargados de la produccion de
energia en la célula, sino que poseen variadas funciones incluida la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), de moléculas involucradas en el estado
redox, de la regulacién de la sefalizacion y muerte celular (apoptosis), y del
metabolismo biosintético. Estas multiples funciones las convierten en importantes
sensores de estrés celular y permiten la adaptacién celular a distintos

medioambientes estresores (Vyas y cols., 2016).

Cuando la célula normal se ve bajo niveles de estrés fisioldgico, es la mitocondria
la encargada de la liberacion de varios factores inductores de apoptosis
pertenecientes a la via intrinseca, incluido Citocromo c, que conducen a la
activacion de las caspasas e inducen la muerte celular (Indran y cols., 2011). Las
mitocondrias estan involucradas en la apoptosis por medio de otros mecanismos,

incluida la captacién de Ca*? intracelular y producciéon de H20: a través de la
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dismutacion del superdéxido mitocondrial por la enzima manganeso superoxido
dismutasa. El H202 difunde libremente y activa los canales de K* de la membrana
plasmatica, regulando asi la afluencia de Ca*?y, por tanto, la activacion de caspasas
(Bhat y cols., 2015).

Se han descrito mutaciones del ADN mitocondrial en varios canceres que parecen
alterar el metabolismo mitocondrial, mejorar la tumorogénesis y permitir la
adaptacion de las células tumorales a entornos cambiantes. La alteracion del
metabolismo provoca la disminucion del potencial de membrana mitocondrial,
reduciendo la captacion de Ca*? mitocondrial, disminuyendo asi la activacion de la
via de apoptosis intrinseca mitocondrial. Ademas, aumenta la produccion de ROS,
cambiando el estado redox celular, alterando asi las actividades de factores de
transcripcion como HIF-1a para cambiar la expresidn génica y estimular la

proliferacion y supervivencia de las células tumorales (Wallace, 2012).

6.1. Mitocondria como blanco farmacoldgico
Al dilucidar las diferencias entre las mitocondrias de las células tumorales y las de
las células normales se ha puesto especial atencidon en el desarrollo de varios
agentes farmacoldgicos dirigidos especificamente a las mitocondrias llamados

“Mitocans”, estos pueden potenciar el proceso pro-apoptético (Guerray cols., 2017).

Un enfoque es aumentar la conductancia del complejo del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial (IMPTPC), lo que eventualmente conduce a la ruptura de
la membrana mitocondrial y a la liberacion de factores pro-apoptoticos del espacio
intermembrana mitocondrial, los cuales son eventos clave en la apoptosis intrinseca
(Fulda y cols., 2010). Esto se puede lograr mediante compuestos que actuan
directamente sobre los componentes del mPTPC como el translocador de
nucledtidos de adenina (ANT) y el canal de anionico dependiente de voltaje 1
(VDACL1), o mediante compuestos que agotan los inhibidores del mPTPC como la

glucosa, el fosfato de creatina y el glutation (Yang y cols., 2016).

El canal anionico dependiente de voltaje 1 (VDAC1), es un canal encargado de

regular el metabolismo y las funciones energéticas mitocondriales. Corresponde a
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la proteina formadora de poros mas abundante en la membrana externa
mitocondrial, por lo que es considerada la intermediaria entre la mitocondria y el
resto de la célula. Actia como canales inespecificos transportando ATP que se
intercambia continuamente con ADP, NAD+/NADH y otros intermediarios del ciclo
de Krebs. También regula el flujo de iones pequeiios (CI, K*, Na* y Ca?), el
transporte de &cidos grasos, la distribuciébn del colesterol en las membranas
mitocondriales y la concentracion de Ca?* citosélico, manteniendo este Ultimo en
niveles fisioldgicos (Magri y cols., 2018). Ademas, patrticipa en la regulacion de la
apoptosis por medio de la interaccidén con proteinas reguladoras como Hexoquinasa
II (HK 1), Bcl-2 y Bcl-xL, las cuales se encuentran expresadas en gran medida en

variados tipos de cancer (Figura 5) (Shoshan-Barmatz y cols., 2017).

Junto con las funciones mencionadas anteriormente (Figura 5), estudios han
demostrado que la HK-Il unida a VDACL1 previene la apoptosis mediada por
mitocondrias desencadenada por Bax o Bak. Adicionalmente, se evalué que el
desacoplamiento de HK Il de las mitocondrias conduce a la liberacion de citocromo
c. Esto sugiere que HK Il, cuando se une a VDACI, bloquea la interaccion de
VDAC1 con los miembros pro-apoptéticos de la familia de proteinas Bcl-2. Por lo
que el desacoplamiento farmacoldgico de HK Il y VDAC1 logra de igual forma ser
beneficioso, ya que reduce la supervivencia de las células tumorales y facilita el

proceso de muerte celular (Camara y cols., 2017).

Metabolismo Flujo de lones S ion A i Permeobilided|

Figura 5. Roles funcionales de VDACL1 en condiciones fisiolégicas, (Magri y cols., 2018). VDAC1 es la
puerta principal para metabolitos, como ATP / ADP y NAD +/ NADH, pero también para intermediarios del ciclo
de Krebs, colesterol y glutamato. Ademas, mediante la interaccion con las hexoquinasas (HK), la glucoquinasa
(GK) y la creatina quinasa (CK), VDAC1 controla el flujo de iones de magnesio, cloruro y potasio, asi como de
calcio, participando en el mantenimiento del nivel de Ca2 + citosdlico en rango fisioldgico. La evidencia destacé
que VDACL1 actia como un canal de liberacion preferencial para el anién superéxido. Al igual que se considera
un regulador de la apoptosis, promueve la liberacion del citocromo ¢ (CYT C) al citosol y activacion de la
apoptosis. Proteinas del citoesqueleto, como Actina (Act) o Tubulina (Tub), se unen a VDAC1 participando en
la regulacion del canal.
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6.2. Itraconazol, un posible farmaco pro-apoptético

Se ha estudiado que un farmaco que actuaria de esta manera es el tradicional
antifingico Itraconazol (ITRA), utilizado principalmente en infecciones sistémicas
por hongos. Este farmaco aprobado por la FDA y el ISP corresponde a un
compuesto azolico que actua inhibiendo la enzima lanosterol 1l4a-dismetilasa,
enzima oxidativa asociada al citocromo P450 (CYP51), responsable de la
conversion de lanosterol en ergosterol, componente indispensable de las
membranas celulares en hongos (Lépez y cols., 2016). Ademas de ser utilizado
ampliamente en clinica es sabido que posee efectos a nivel microbiolégico (Hu y
cols., 2017).

Las propiedades antitumorales de ITRA se atribuyen en parte a la inhibicion de la
proliferacion de células endoteliales y la angiogénesis. Ademas, el tratamiento con
ITRA puede inhibir la via de sefializacion Hedgehog, via principalmente encargada
durante el desarrollo embrionario de la proliferacién y diferenciaciéon celular, asi
como de la homeostasis tisular post-embrionaria (Kim y cols., 2010). En un estudio
realizado en el aflo 2020 se evaluo el efecto de ITRA en cultivos celulares de cancer
de colon en los que se observo; inhibicion de la proliferacion celular in vitro e in vivo
por medio de la activacion de mecanismos apoptaticos, la induccién de autofagia,
asi como la induccion de apoptosis y finalmente la inhibicibn de la via de

sefalizacion Hedgehog (Deng y cols., 2020).

De igual manera, ITRA actla inhibiendo la proteina mitocondrial VDACL1 (Figura 6),
lo que induce el aumento en la relacion AMP: ATP intracelular. Esto provoca la
estimulacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), desencadenando
finalmente la inhibicion de la via del complejo 1 del blanco de rapamicina en células
de mamifero (INMTORC1), principal via encargada de la supervivencia celular (Head
y cols., 2015).

En los ultimos afios, se ha observado un aumento en las tasas de supervivencia de
pacientes al ser tratados con itraconazol que padecian cancer de pulmén, de ovario,
de mama triple negativo, de pancreas y de vias biliares (Jiang y cols., 2018).
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Figura 6. Modelo de inhibicién de VDAC1, Modificado de (Head y cols., 2015). La unién de ltraconazol a
VDAC1 conduce a un aumento de la relacion AMP/ATP intracelular, lo que provoca la activacion de AMPK vy,
en Ultima instancia, la inhibicion de mTOR.

7. Autofagia como mecanismo de resistencia en CCYC

Se ha observado que a pesar de la utilizacion de mecanismos que induzcan
apoptosis en estas células tumorales, éstas de igual forma logran encontrar otras
vias de escape a este proceso. La autofagia o macroautofagia es un proceso
intracelular de tipo catabdlico que consta de la degradacion de constituyentes
citoplasmaticos mediado por lisosomas (Adhauliya y cols., 2016). Este mecanismo
se activa en respuesta a condiciones de estrés celular provocados por inanicion u
exposicién a microambientes hipdxicos (Cosway y Lovat, 2016). Cumple variadas
funciones dentro de los cuales se encuentran; adaptacion celular frente a la
inanicién nutricional, la eliminacién de proteinas y organelos dafiados, regulacion
del envejecimiento celular y eliminacion de microorganismos presentadores de
antigenos (Ravanan y cols., 2017). En el tumor la autofagia tiene el rol principal de

velar por la supervivencia celular frente al estrés metabdlico (Mathew y cols., 2007).

A grandes rasgos este mecanismo consta de 6 etapas:

La primera llamada iniciacion/induccidon se caracteriza por la inhibicion de la via
MTORC1, la cual se ve afectada por el estado de estrés metabdlico por inanicion.
Esta via por un complejo proceso comienza la induccion de la macroautofagia. La
segunda etapa o Nucleacién consta de la formacion del Fagdsforo, una doble

membrana que se presume podria haber contribuido el Aparato de Golgi y el reticulo
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endoplasmico, que luego de formada sufre un proceso de Elongacion,
correspondiente a la tercera etapa. Es en ese momento que se cierra la membrana
dando origen al Autofagosoma en la cuarta etapa de Fusién/Cierre, para que
finalmente en la etapa de Maduracion se una al lisosoma formando el complejo
Autofagolisosoma que se encargara de la ultima etapa, la Degradacion (Parzych y
Klionsky, 2014).

Se han descrito en estudios anteriores biomarcadores asociados a el proceso de
autofagia como LC3B-Il encargado de la formacion del autofagosoma y beclin-1 que

participa en las etapas de nucleacion y maduracion, entre otros (Kang y cols., 2011).

7.1. Hidroxicloroguina como inhibidor de autofagia
Una opcidon para inhibir este mecanismo de escape celular es por medio de la
utilizaciéon de Hidroxicloroquina, un derivado de cloroquina que ha sido descrito
como un inhibidor inespecifico de autofagia. Este farmaco utilizado originalmente
como tratamiento contra la malaria y como inmunosupresor, se acumula en los
lisosomas de las células tumorales, neutralizando el pH e inhibiendo la funcién
catalitica del lisosoma (Figura 7) (Cook y cols., 2014). En variados estudios se
sugiere que la autofagia promueve la quimiorresistencia, actuando como un
mecanismo de resistencia y que, al inhibirse, aumenta la quimiosensibilidad en las
células tumorales, e incluso tendria un efecto de sinergia con los tratamientos
actuales (Liny cols., 2019). Por otro lado, en diferentes estudios se ha sugerido que
la autofagia prolongada causa muerte celular programada tipo Il que contribuiria a
la supresion de la progresiéon del tumor (Guo y cols., 2012). Ademas, la autofagia
posee un rol anti-metastasis mediante la regulacién de las respuestas de necrosis
e inflamacion. En metastasis temprana, la autofagia también reduce la invasion y
migracion de células cancerosas desde los sitios de origen. Sin embargo, en las
etapas avanzadas de la metéastasis, la autofagia actla en un papel pro-metastasico
mediante la promocién de la supervivencia de las células cancerosas y la

colonizacion en sitios secundarios (Yun y Lee, 2018).
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Figura 7. Proceso autofagico, Modificado de (Verbaanderd y cols., 2017). (1) Elongacién del fagéforo y
formacion de vesiculas. (2) Fusion del autofagosoma y un lisosoma (3) Destruccion de los componentes
celulares procesados por hidrolasas lisosomales. HCQ inhibe la autofagia a través de la interferencia con la
acidificacion lisosomal. (HQC=Hidroxicloroquina).

8. Disponibilidad de glucosa

Es un hecho que la privacion de nutrientes existe ampliamente en los tumores
sélidos, esto debido al suministro deficiente de sangre dependiente de la cercania
de las células a los vasos sanguineos. Los niveles de glucosa en los tumores suelen
ser de 3 a 10 veces mas bajos que los de los tejidos normales como resultado de la
alta tasa de consumo de glucosa (alta actividad glucolitica) y la reduccion de la
vasculatura del tumor. Ademas, el crecimiento y progresion de los tumores
dependen de este sustrato, por lo que privar a la célula puede resultar beneficioso
para producir su apoptosis. Sin embargo, algunas células tumorales pueden reducir
su dependencia de la glucosa activando procesos de formacion/ahorro de ATP para
mantener la viabilidad (Figura 8). Por otra parte, las células tumorales a menudo
pierden sensibilidad a muchos farmacos antitumorales convencionales en

condiciones de bajas concentraciones de glucosa (Navratilova y cols., 2013).

La glucosa es una fuente de energia importante e inmediata en forma de ATP. Por
tanto, es logico considerar que se puede desencadenar igualmente el proceso de
autofagia cuando la concentracion de glucosa presente en el ambiente es baja, ya
que la célula intenta adaptarse a este estrés energético. AMPK es un estimulador
importante de la autofagia que se activa por una caida en los niveles de ATP. Dado

gue la AMPK es un sensor de energia, su actividad es importante en muchas
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enfermedades humanas, como por ejemplo en carcinomas. Estas células tumorales
al ser incubadas en condiciones de baja glucosa muestran una mayor actividad de
AMPK que las células normales y, dado que la autofagia es mas activa y produce
metabolitos que generan energia, esto les proporciona una ventaja de supervivencia

frente al estrés (Figura 8) (Moruno y cols., 2012).

En una publicacion reciente se evaluo el efecto de la baja glucosa (Medios de cultivo
con niveles de glucosa < 1g/L) en la expresion de la autofagia en células tumorales
mamarias. Una de las proteinas que se observoé fue LC3, en el que se concluyé que
la expresion de este ultimo dependia de la cantidad de glucosa en el ambiente, y
del tiempo de incubacién. Después de 12 horas de incubacién en medio bajo en
glucosa, el porcentaje de células tumorales con expresion de LC3 fue
aproximadamente cinco veces mayor que en las células incubadas en medio con
alto contenido de glucosa, esto dado por un aumento en la autofagia (Kretowski y

cols., 2016).
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Figura 8. AMPK regulala homeostasis metabdlicay energética en las células tumorales, (Chaube y Bhat,
2016). En condiciones de abundancia de nutrientes, se inhibe AMPK y se activa mTOR, lo que promueve la
generacién de biomasa que conduce al crecimiento y proliferacion celular. Mientras esta en condiciones de
limitacién de glucosa, AMPK, al activar p38 e inhibir mTOR, regula la expresion de PGC1-qa, que controla la
biogénesis mitocondrial en las células cancerosas, lo que permite el metabolismo oxidativo de fuentes de
carbono distintas de la glucosa, como glutamina, lactato, acidos grasos y aminoacidos, para generar ATP.
Simultdneamente, AMPK puede elevar la tasa de glucdlisis activando la utilizacion de PFK2 y glucosa para
mantener la homeostasis metabdlica. (Las lineas gruesas representan estado activado y las lineas delgadas
representan el estado inactivado). F-6-P, fructosa 6-fosfato; F-1,6-BP, fructosa 1,6-bisfosfato; G6P, glucosa 6-
fosfato.
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9. Sintesis

El CCyC pertenece a la sexta neoplasia maligna mas incidente en el mundo. Los
tipos de cancer més habituales son el oral y de laringe. Cisplatino (CIS) es el
guimioterapéutico clasico mas utilizado para el tratamiento de estas patologias, sin
embargo, se han reportado grandes tasas de reincidencia y fracaso al tratamiento
debido al desarrollo de mecanismos de resistencia por parte de las células
tumorales. Debido a esto surge la necesidad de encontrar nuevas alternativas
terapéuticas para estos tipos de céncer. Itraconazol (ITRA) e Hidroxicloroquina
(HQC) son farmacos ampliamente utilizados en clinica como antifungico y
antimalarico, respectivamente. Estos han reportado tener un potencial efecto
antitumoral. ITRA inhibe el canal VDAC1, disminuyendo principalmente el transporte
de ATP provocando un estrés energético, lo que podria ser beneficioso ya que
podria inducir el proceso de apoptosis celular. A pesar de esto, se ha estudiado que
la célula recurre a la autofagia como via de escape a las condiciones de estrés,
evitando de esta manera la muerte celular. Sin embargo, HQC inhibe el proceso
autofagico que en varios tipos de cancer especialmente en CCyC se encuentra
caracterizado por una alta expresion de la proteina LC3B-II, principal biomarcador
de autofagia y también de estrés metabdlico por falta de nutrientes como la glucosa.
La baja disponibilidad de glucosa en el microambiente afecta de tal manera a las
células tumorales que selecciona poblaciones de células mas resistentes que logran
adaptarse a estos estimulos llamadas Cancer Stem Cells (CSC), consideradas en
varios modelos de estudio las responsables de los fracasos terapéuticos. Ademas
de ser una inductora del proceso de autofagia. Este estudio evalué el efecto
citotéxico de CIS, ITRA e HQC sobre lineas tumorales de CCyC que se encuentran
previamente en estado de estrés energético por baja disponibilidad de glucosa en
el ambiente. Este modelo de estudio in vitro reproduce una variable muy importante

gue se encuentra presente en todos los tumores solidos.
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ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipotesis

Itraconazol e Hidroxicloroquina ejercen un efecto citotoxico selectivo mayor que
Cisplatino en células de carcinoma de cabeza y cuello sometidas a baja

concentracion de glucosa.

2. Objetivos Generales

Evaluar in vitro el efecto citotoxico de Cisplatino, Itraconazol e Hidroxicloroquina en
células de carcinoma escamoso de cabeza y cuello expuestas a bajas

concentraciones de glucosa

3. Objetivos Especificos

Determinar el efecto citotdéxico y selectividad de Cisplatino, Itraconazol e
Hidroxicloroguina en cultivos de células tumorales de carcinoma escamoso de

cabeza y cuello expuestas a baja concentracion de glucosa.

Evaluar el cambio en la expresion de las proteinas LC3B-11'y VDAC1 producidos por
la baja concentracidon de glucosa en células tumorales de carcinoma escamoso de

cabezay cuello.
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IV. MATERIALES Y METODOS

El siguiente estudio realizado es una investigacion de tipo experimental de
laboratorio in vitro, en la cual se evaltan variables independientes (causas) bajo
metodologia cientifica en condiciones controladas y previamente establecidas con
la finalidad de obtener y analizar las variables dependientes (efectos).

1. Materiales

1.1. Compuestos e insumos

Medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco bajo en glucosa (1g/L) [REF: 31600-
083, Gibco® Cell Culture Basics]; Medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco
alto en glucosa (4,5g/L) [REF: 11-055-1N, Biological Industries®]; Bicarbonato de
Sodio [REF: S5761-500G, Sigma®]; Solucién Penicilina-Estreptomicina (Penicilina
10.000 unidades/mL, Estreptomicina: 10 mg/mL) [REF: 03-031-1B, Biological
Industries®]; Solucién de Anfotericina B [REF: 03-028-1B, Biological Industries®];
Piruvato de Sodio 100x (100mM) [REF: 11360-070, Gibco®]; Suero Fetal Bovino
(FBS) [REF: 04-127-1A, Biological Industries®]; Hidrocortisona [REF: H0888-5G,
Sigma® life science]; Tampon fosfato-salino “10x PBS Liquid Concentrate” (pH=7,4)
[REF: 6505-OP, OmniPur®]; Tripsina-EDTA Solucién A (0,25%Tripsina y 0,02%
EDTA) [REF: 03-050-12, Biological Industries®]; Dimetilsulféxido [REF: D4540-1L,
Sigma®]; Itraconazol [REF: M17-0526, Dragpharma®]; Hidroxicloroquina [REF:
PHR1782-1G, Sigma-Aldrich®]; Cisplatino [REF:sc-200896, Chem Cruz®]; MTT
[REF: M6494, Thermo Fischer Scientific™]; Solucion Azul de Tripan [REF: 25-900-
Cl, Corning®]; Membrana de fluoruro de polivinilideno (PDVF) [REF: 741260,
Macherey-Nagels®]; Reactivo de extraccion de proteinas de tejidos T-PER™ [REF:
78510, Thermo Fischer Scientific™]; Inhibidor de proteasas+fosfatasas sin EDTA
100x Halt™ [REF: 78441, Thermo Fischer Scientific™]; Albumina Fraccion V
pH=7,0 (BSA) [REF: A1391,0100, PanReac AppliChem ITW Reagents®]; Reactivo
de Bradford [REF: B6916-500ML, Sigma®]; Solucion de Acrilamida 30% [REF:
A4983,0500, PanReac AppliChem ITW Reagents®]; Persulfato de Amonio (APS)
[REF: A3678-25G, Sigma® Life Science]; TEMED [REF: 161-0801, Bio-Rad®];
Cloruro de Potasio [REF: 793590-1KG, Sigma-Aldrich®]; Cloruro de Sodio [REF:
793566-1KG, Sigma-Aldrich®]; Tween®20 [REF: P1379-250ML, Sigma-Aldrich®];
Glicina [REF: BM-0820, Winkler®]; Trizma® base [REF: T1503-1KG, Sigma®];
Dodecilsulfato sodico [REF: L3771-100G, Sigma®]; Anticuerpo anti-VDACL1 / Porina
[EPR10852 (B)] - Control de carga mitocondrial (rabbit monoclonal) [REF:
ab154856, abcam®]; Anticuerpo anti LC3B (rabbit polyclonal) [REF: 2775S, Cell
Signaling Technology®]; Anticuerpo anti-rabbit IgG unido a HRP (HRP: Horseradish
Peroxidase) [REF: 7074S, Cell Signaling Technology®]; Anticuerpo B-actina (13E5)
(rabbit monoclonal) mAb conjugado con HRP [REF:5125, Cell Signaling
Technology®]; Clarity™ Sustrato ECL Western [REF: 170-5061, Bio-rad®]; Sustrato
de maxima sensibilidad SuperSignal™ West Femto [REF: 34095, Thermo Fischer


https://www.thermofisher.com/cl/es/home/references/gibco-cell-culture-basics.html
https://www.thermofisher.com/cl/es/home/references/gibco-cell-culture-basics.html
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Scientific™]; Lapiz WesternSure® [REF: C80730-03, Li-cor®]; Tampdn de muestra
4x Laemmli [REF: 161-0747, Bio-rad®]; Ditiotreitol (DTT) [REF: D-9779, Sigma®]

1.2. Lineas celulares

Los ensayos se realizaron utilizando la linea celular CAL-27 correspondiente a
carcinoma oral de células escamosas de lengua resistentes a cisplatino
(ATCC®CRL-2095™). En conjunto a éstas se utilizaron ademas células de
carcinoma epidermoide de laringe HEp-2 (ATCC®CCL23™) y queratinocitos orales
displasicos de la linea celular DOK (ECACC94122104), los cuales fueron utilizados

como variantes de normalidad para los ensayos de Viabilidad Celular.

Para la conservacion de los cultivos celulares se utilizaron Placas Petri 90x20 mm
SPL Life Science® y una incubadora in vitro de NUAIRE® programada para
mantener la temperatura a 37°C, la presién de COz2a 5% y la presion de Oz a 21%.
Su manipulacion se realizo principalmente en una Cabina de Bioseguridad Clase |l
NUAIRE® en condiciones estériles bajo flujo laminar. Todos los equipos pertenecen

al Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Odontologia.

Las lineas celulares CAL-27 y HEp-2 fueron incubadas con Medio de cultivo Eagle
modificado de Dulbecco alto en glucosa suplementado con 1% de Anfotericina B,
Solucién Penicilina-Estreptomicina al 2% y Suero Fetal Bovino al 10% para su
mantencion. En cambio, para la linea celular DOK se utilizaron los mismos

componentes anteriormente mencionados con la adicion de Hidrocortisona 5 ng/mL.

2. Meétodos

2.1. Preparacion de las muestras
Las lineas celulares CAL-27, HEp-2 y DOK fueron incubadas previamente por 24
horas con Medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco bajo en glucosa (1g/L) a
37°C a 5% de CO2y 21% de O2.
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2.2. Ensayos de Viabilidad Celular

El principal objetivo de este ensayo es la medicion del efecto citotdxico que poseen
los farmacos Cisplatino, Itraconazol e Hidroxicloroquina por separado sobre las
lineas celulares CAL-27, HEp-2 y DOK en condiciones de baja glucosa (Medio de
cultivo Eagle modificado de Dulbecco bajo en glucosa (1g/L)), cuantificando su

viabilidad celular.

Para este ensayo se utiliz6 en todo momento el medio Eagle modificado de
Dulbecco bajo en glucosa (1g/L). En placas de 96 pocillos [Falcon®] se sembraron
2.000 células/pocillo de CAL-27, 1.000 ceélulas/pocillo de HEp-2 y 2.000
células/pocillo de DOK y se dejaron incubando 24 h a una atmosfera de 37°C a 5%
de CO2y 21% de O2. Posteriormente, se administraron las dosis decrecientes de
los farmacos, los cuales fueron disueltos anteriormente en Dimetilsulféxido (DMSO)
[Sigma®] principalmente un solvente inorganico utilizado como vehiculo. Luego de
esto, se incubaron por 24, 48 y 72 h sin agitacion. Las concentraciones de los
farmacos utilizadas se encuentran especificadas en la tabla 1, las cuales fueron
similares a las utilizadas previamente en el laboratorio (Martinez D. 2020,
“Evaluacion del efecto citotoxico de Itraconazol e Hidroxicloroquina en combinacion
con cisplatino en cultivos esferoidales de carcinoma de células escamosas oral”
[Tesis de pregrado], Universidad de Chile, Facultad de Odontologia) con

modificaciones menores para una correcta adaptacion al modelo de estudio.

Tabla 1. Escala de concentraciones de Cisplatino, Itraconazol e Hidroxicloroquina

Cisplatino 1M - 5uM - 10pM - 16uM - 33uM - 100uM - 250uM - 500puM

0,1uM -0,5uM - 10puM - 50uM - 100uM - 200pM-250uM-
300uM

Itraconazol

Hidroxicloroquina | 1uM- 5uM - 10uM - 20uM - 100uM - 200uM - 300uM - 400uM

Transcurrido el tiempo, las placas fueron lavadas con PBS con el fin de retirar por
completo el tratamiento con los farmacos. Después fueron incubadas nuevamente
por 3 h tanto HEp-2 como CAL-27 y 4 h DOK con 100 uL de MTT [Thermo Fischer

Scientific™] en cada pocillo, con una concentracibn de 0,5 mg/mL, para la
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produccion de los cristales de formazan. Finalmente, los cristales de formazan
fueron disueltos en 40 uL de DMSO, y posteriormente medidos por un
espectrofotometro de placas a 570 nm de longitud de onda (A). Estos valores fueron
graficados y analizados en el software GraphPad Prism 6, con el cuél se evalué la
potencia farmacolégica por medio del analisis de los valores de ICso 0 la
Concentracion a la que se observé un 50% de inhibicion de la viabilidad celular. Se
realizaron tres experimentos independientes (N=3) para cada linea celular con tres

réplicas a menos que se exponga lo contrario.

3. Western Blot

3.1. Preparacion de las muestras

Se trabajo con las lineas celulares CAL-27 y HEp-2 bajo dos condiciones
determinadas por los medios de cultivo. Primero se sembraron 5 millones de células
en placas Petri de 100 mm [Spl Life Science®], el control con medio de cultivo
modificado de Dulbecco alto en glucosa y el otro grupo en estudio con medio de
cultivo modificado de Dulbecco bajo en glucosa, ambos fueron incubados por 24 h
a 37°C a5% de CO2y 21% de O-.

Posteriormente, se realizé la obtencién de estas muestras lavando las placas Petri
con PBS 1x para eliminar el medio de cultivo. Se agreg6é inmediatamente una
mezcla de 99 uL de T-per [Thermo Fischer Scientific™] + 1 uL inhibidor de
proteasas+fosfatasas sin EDTA 100x Halt™ [Thermo Fischer Scientific™] a cada
placa a 0°C, se recolectaron los restos celulares y después se centrifugaron por 15
minutos a 14.000 rpm a 4°C. Luego se conservo el sobrenadante en donde se

encontraban las proteinas a estudiar LC3B-11 y VDACL.

3.2. Método de Bradford

Para comenzar con este método previamente se realiz6 una curva de calibracion
con concentraciones crecientes conocidas de Albumina (BSA), desde la cual se
pudieron interpolar las concentraciones de proteina de las muestras a estudiar.

Primero se realiz6 un stock de BSA disuelto en agua destilada de 10 mg/mL el cual
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posteriormente fue utilizado para realizar las diluciones seriadas de 8
concentraciones determinadas de BSA. Luego se le agregaron 199 uL de Reactivo
de Bradford [Sigma®] a 1 uL de cada muestra de concentracion conociday a 1 uL
de cada muestra de concentracion desconocida. Se dejaron reposar por 10 minutos
cubiertos de la luz para después poder medir su absorbancia en un
espectrofotometro de placas a 570 nm. Finalmente, los valores de absorbancia
obtenidos se graficaron en una curva pg/puL versus absorbancia de la que se
extrapolo la ecuacion final que nos permite conocer las concentraciones de nuestras

muestras a estudiar.
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Figura 9. Curva estandar BSA. Se observan las 8 concentraciones en la curva de concentracion vs
absorbancia. Se reemplazaron en “Y” los valores de absorbancia de cada muestra y se despejaron las
incégnitas “X” que corresponden a las concentraciones.

3.3. Electroforesis y Transferencia

Una vez obtenida la concentracién de proteinas presente en las muestras se decidio
utilizar la cantidad de 50 ug por condicion, se les agregé buffer de carga y DTT
[Sigma®] para posteriormente ser denaturadas a 70°C por 10 minutos. Transcurrido
ese tiempo se cargaron en conjunto con el marcador de peso molecular en los geles
de Acrilamida al 15% previamente preparados. Una vez todo listo se comenzoé la
electroforesis en la cual las proteinas se separaron migrando por tamafio a voltaje
constante de 120 V.

Una vez finalizada la electroforesis se realiz6 la transferencia a una membrana de

PVDF a amperaje constante de 400 A por 60 minutos.



33

3.4. Inmunodeteccion

Posteriormente, la membrana fue bloqueada con BSA al 5% tamponada con
solucién Tween 20 (TBS-T) al 0,2% por 1 h en agitacion constante a temperatura
ambiente. A continuacion, se incub6 con los anticuerpos primarios anti-LC3B-II
(concentracion 1:4.000) y anti-VDAC1 (1:2.000) por 12 h a 4°C en agitacion
constante. Después se lavo 3 veces con solucion TBS-T al 0,2% por 15 minutos,
para finalmente ser incubado por 1 h con el anticuerpo secundario anti-rabbit
(concentracion 1:4.000). Para terminar, se lavo 3 veces nuevamente la membrana
con solucion de TBS-T al 0,2% para luego ser leida en el lector de membrana LI-
COR. Para este ultimo paso se utilizo el sustrato de Thermo Fischer Scientific™ por

3 minutos para la deteccion de quimioluminiscencia.

Para obtener el control de carga se utilizo el anticuerpo anti B-actina (concentracion
1:10.000), el cual se incubd a temperatura ambiente por 1 h, se lavl posteriormente
con solucion TBS-T 0,2% para luego volver a ser expuestas al sustrato de Bio-Rad®
por 3 minutos y leer la quimioluminiscencia en el lector LI-COR. Para finalizar se
cuantificaron y midieron las bandas de densitometria en el programa Image Studio
™ y se realiz6 un andlisis estadistico con el software GraphPad Prism® 6 de la
comparacion entre el control y la muestra expuesta al medio baja glucosa tanto de
CAL-27 y HEp-2 para estudiar LC3B-Il y VDAC1. En la siguiente Figura 10 se

muestra un esquema del proceso completo.

Western Blot

-] v /
(3% Incubar con Z Incubar con - ) Deteccion por
: I, anticuerpo ) anticuerpo ) quimiolumini-,

Transferencia primario secundario
. Lavar con Lavar con
Electroforesis | . Bloqueo ¢ _ ¢
. solucion solucion
buffer l buffer
Albimina Anti-LC3B TBS-T0.2% Anti-rabbit TBS-T 0.2% Biorad Reagent®
de Suero Anti-VDAC1 Sustrato ECL
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Figura 10. Etapas de la técnica Western Blot Modificado de (Molecular Devices, 2021). Comienza con la
electroforesis donde se separan las proteinas, y en seguida esta la transferencia a una membrana de PVDF y
el bloqueo de esta membrana con BSA. Posteriormente, se procede a la incubacion con el anticuerpo primario
por 12 h y después se lava con solucion TBS-T al 0,2% para finalmente ser incubado con el anticuerpo
secundario y realizar su deteccion por quimioluminiscencia después de su segundo lavado con TBS-T al 0,2%.
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4. Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 por medio de t-test o analisis de varianza (ANOVA)
unidireccional. Asimismo, se realizaron al menos tres experimentos independientes
para cada ensayo a menos que se indique lo contrario. Para todos los experimentos
se estableciéo como nivel de significancia un valor de p<0,05. Se utilizo el software

Graphpad Prism® 6 para todos los andlisis estadisticos.



V. RESULTADOS

1. Ensayos de Viabilidad Celular

1.1. Eficaciay Potencia Farmacoldgica

Por medio de la técnica de MTT se evalud la eficacia y potencia de los farmacos
CIS, ITRA e HQC sobre los cultivos celulares de CAL-27, HEp-2 y DOK expuestos
a medio con baja concentracion de glucosa (1g/L).

En la figura 11 se observan el promedio de las curvas semilogaritmicas a partir de

los cuales se calcularon los valores de ICso a 24, 48y 72 h de CIS, ITRA e HQC en

la linea celular CAL-27.
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Figura 11. Efectos citotoxicos de Cisplatino, Itraconazol e Hidroxicloroquina en cultivos con baja
glucosa de CAL-27. Se muestra en los Gréficos (a, d y g) el efecto de cada uno de los farmacos a 24 h;
en los Gréficos (b, e y h) el efecto de los farmacos a 48 h y finalmente en los gréficos (c, f e i) el efecto de
estos tres farmacos a las 72 h. En todos los casos los datos fueron obtenidos de tres experimentos
independientes (N=3). Se observa el valor de R?, el promedio del ICso y su respectiva desviacion estandar
(x SD), CIS=Cisplatino; ITRA= Itraconazol; HQC=Hidroxicloroquina.
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Se observa en las curvas de CIS que la viabilidad celular disminuye en un 30% a
las 24 h (Figura 11a), en cambio a las 48 h se logra el maximo efecto (Figura 11b).
Por otro lado, a las 72 h se obtiene una disminucion aproximada de un 80% en la
viabilidad celular (Figurallc). En el caso de ITRA, a las 24 h se inhibe casi en un
30% la viabilidad celular (Figura 11d), a las 48 h la inhibicion aumenta a 80% hasta
llegar a casi a un efecto maximo de inhibicion a las 72 h (Figuras 1le y 11f).
Respecto a HQC es el Unico farmaco que logr6 la inhibicion del 100% de la viabilidad

celular a sus tres tiempos de exposicion (Figuras 11g,11h e 11i).

En la tabla 2 se encuentran resumidos todos los valores de ICso obtenidos en los

tres farmacos para la linea celular CAL-27 a las 24, 48y 72 h.

Tabla 2. ICsp a las 24, 48 y 72 horas en la linea celular CAL-27. Promedio de ICso de cada farmaco y su
desviacion estandar. Datos obtenidos de tres experimentos independientes (N=3).

CAL-27

24 horas 48 horas 72 horas

IC50 £ SD (uM) IC50 £ SD (uM) IC50 £ SD (uM)
CIs 236,9 111,45 59,6 16,64 >300
ITRA 11,3 +0,78 18,1 +1,44 13,1 15,09
HQC 29,4 +4,69 20,2 14,54 10,1 10,69

De acuerdo con los datos presentados, el farmaco con menor valor de ICso que logro
un maximo efecto en la disminucion de la viabilidad en CAL-27 es HQC a las 72 h

con un valor de 10,1 uM, seguido por ITRA alas 72 h con 13,1 uM.

Se realiz6é posteriormente el test de ANOVA para evaluar si existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los distintos valores de 1Cso (24, 48 y 72 horas).
En la siguiente figura 12 se observa el resultado de este analisis, en los cuales se
logra dilucidar que los valores de 24 - 48 h con el farmaco ITRA tienen una variacion
estadisticamente significativa, pero debido a un valor mayor de ICso a 48h; en el
caso de HQC también existen variaciones mucho mas marcadas, de acuerdo con
lo esperado, que se caracterizan principalmente con la disminucion de los valores
de ICso a medida que aumenta el tiempo de exposicion. Al contrario, con el farmaco
CIS no se observaron variaciones significativas estadisticamente, respecto al
tiempo de incubacién, donde se destacan los valores elevados de ICso.
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Figura 12. Comparacion entre los distintos valores de ICso en CAL-27 a los distintos tiempos (24 ,48 'y 72
horas), de Cisplatino (A), Itraconazol (B) e Hidroxicloroquina (C). *P< 0,05 **P<0,001 ***P<0,0001.

En la figura 13 se observan el promedio de las curvas semilogaritmicas a partir de

los cuales se calcularon los valores de ICso a 24, 48y 72 horas de CIS, ITRA e HQC

en la linea celular HEp-2.
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Figura 13. Efectos citotéxicos de Cisplatino, Itraconazol e Hidroxicloroquina en cultivos con baja
glucosa de HEp-2. Se muestra en los Gréficos (a, d y g) el efecto de cada uno de los farmacos a 24 h; en
los Graficos (b, e y h) el efecto de los farmacos a 48 h y finalmente en los graficos (c, f e i) el efecto de estos
tres farmacos alas 72 h. En todos los casos los datos fueron obtenidos de tres experimentos independientes
(N=3). Se observa el valor de R?, el promedio del ICso y su respectiva desviacion estandar (+ SD),
CIS=Cisplatino; ITRA= Itraconazol; HQC=Hidroxicloroquina.
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En las curvas de CIS (Figuras 13a, 13b y 13c) se observa una respuesta similar a
la obtenida en CAL-27, con la diferencia que el efecto logra disminuir Gnicamente
en un 60% la viabilidad celular, manteniéndose sin variaciones a los tres tiempos
evaluados (24, 48 y 72 h). Tanto las curvas de ITRA (Figuras 13d ,13e y 13f) como
las de HQC (Figuras 13g,13h y 13i) se comportaron de manera similar a las
obtenidas en CAL-27, destacando nuevamente el efecto citotoxico de HCQ que

alcanza un 100% de inhibicion de la viabilidad celular en todos los tiempos.

En la tabla 3 se encuentran resumidos todos los datos obtenidos para la linea celular
HEp-2.

Tabla 3. ICsp alas 24 horas, 48 horas y 72 horas en lalinea celular HEp-2. Promedio de ICso de cada farmaco
y su desviacion estandar. Datos obtenidos de tres experimentos independientes (N=3).

HEP-2

24 horas 48 horas 72 horas

IC50 £ SD (uM) IC50 £ SD (uM) IC50 £ SD (uM)
CIS 243 6,85 >300 204,3 +16,17
ITRA 51.3 +11,54 18,7 +1,18 13,3 +1,21
HQC 25 +6,03 47,9 +1,19 22,2 +2,85

Basado en los datos obtenidos, ITRA es el farmaco que consiguié el menor 1Cso (0
mayor potencia) logrando un méximo efecto (eficacia) a los 72 h con un valor de
13,3 uM. Ademés, HQC posee un valor de ICso de 22,2 uM a las 72 h.

Al igual que en el resultado anterior se realizo el test de ANOVA para evaluar si
existe una diferencia estadisticamente significativa entre los distintos valores de ICso
obtenidos a los distintos tiempos (24, 48 y 72 horas). En la siguiente figura (Figura
14) se observa el resultado de este andlisis. CIS posee una variacion significativa
entre los valores de ICso a 48 h - 72 h, pero solo debido a un valor alto a las 48h;
mientras que ITRA entre los valores de 24 - 48 h como entre los valores 24- 72 h.
Por ultimo, en HQC se observé una variacion significativa entre 24 h - 48 h, asi como

entre 48 y 72 h, nuevamente debido a un valor muy alto de ICso a las 48 horas.
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Figura 14. Comparacion entre los distintos valores de ICso en HEp-2 a los distintos tiempos (24,48,72 horas),
de Cisplatino (A), Itraconazol (B) e Hidroxicloroquina (C). *P< 0,05 **P<0,001 ***P<0,0001.

Por ultimo, en la figura 15 se observan el promedio de las curvas semilogaritmicas

a partir de los cuales se determinaron los valores de ICso a 24, 48 y 72 h de los

distintos farmacos en la linea celular DOK.
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Figura 15. Efectos citotoxicos de Cisplatino, ltraconazol e Hidroxicloroquina en cultivos con baja
glucosa de DOK. Se muestra en los Graficos (a, d y g) el efecto de cada uno de los farmacos a 24 h; en
los Graficos (b, e y h) el efecto de los farmacos a 48 h y finalmente en los graficos (c, f e i) el efecto de estos
tres farmacos alas 72 h. En todos los casos los datos fueron obtenidos de tres experimentos independientes
(N=3). Se observa el valor de R?, el promedio del ICso y su respectiva desviacion estandar (+ SD),
CIS=Cisplatino; ITRA= Itraconazol; HQC=Hidroxicloroquina.
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En relacién a la curva de CIS en DOK se observé que a las 24 h hubo una
disminucion de casi un 100% de la viabilidad celular (Figura 15a), sin embargo, con
el paso del tiempo fue menor, alcanzando la inhibicion de solo un 80% de la
viabilidad celular a las 48 h (Figura 15b). Finalmente, a las 72 h se observa la
inhibicién de menos del 50% de la viabilidad celular (Figura 15c). En las curvas de
ITRA e HQC se observa un comportamiento similar a los obtenidos en las lineas
celulares CAL-27 y HEp-2. ITRA no logra un maximo efecto a las 24 h (Figura 15d),
aunque a medida que transcurre el tiempo va descendiendo la curva, aumentando
la inhibicion en la viabilidad celular (Figuras 15e y 15f). A diferencia de este ultimo,
HQC nuevamente ejercié un efecto maximo en los tres tiempos evaluados (Figuras
15g, 15h y 15i).

En la siguiente tabla se encuentran resumidos todos los datos obtenidos para la

linea celular DOK.

Tabla 4. 1Csp alas 24 horas, 48 horas y 72 horas en la linea celular DOK. Promedio de ICso de cada farmaco
y su desviacion estdndar. Datos obtenidos de dos experimentos independientes (N=2) con el farmaco Cisplatino
y tres experimentos independientes con ltraconazol e Hidroxicloroquina (N=3).

DOK

24 horas 48 horas 72 horas

IC50 £ SD (uM) IC50 + SD (uM) IC50 + SD (uM)
CIS 103,1 10,35 ~262,3 >500
ITRA 21,9 10,02 48,1 12,41 23,6 14,84
HQC 35,2 2,17 31 7,77 17,7 15,23

En el caso de DOK, HQC e ITRA consiguieron los ICso méas bajos (17.7 uM y 23,6

uM) con un maximo efecto a las 72 h.

En este caso se realizd el test ANOVA Unicamente para ITRA e HQC, a diferencia
de CIS que en el cual se realiz6 un t-test. Esto debido a un alto y ambiguo resultado
en su ICspa las 72 horas, por lo que no fue posible realizar la comparacion con este
valor. Sin embargo, la divergencia entre los valores de ICso de 24 — 48 h no es
estadisticamente significativa. La diferencia entre los valores de 24 h—-48 hy 48 h
— 72 h resulté estadisticamente significativa en ITRA, asi como la diferencia de
valores a 24 h -72 h con HQC.
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Figura 16.Comparacion entre los distintos valores de ICsoen DOK a los distintos tiempos (24 y 48 horas),
de Cisplatino (A) y (24 ,48 y 72 horas) Itraconazol (B) e Hidroxicloroguina (C). *P< 0,05 **P<0,001 ***P<0,0001.

1.2. Selectividad Farmacolégica
A continuacién, se realizé6 un analisis comparativo entre los valores de ICso
obtenidos en los ensayos de MTT entre las lineas celulares tumorales (CAL-27 y
HEp-2) y la linea displasica oral DOK, con la finalidad de evaluar la selectividad
farmacoldgica de CIS, ITRA e HQC y su comportamiento en una linea celular no
tumoral. Posteriormente, se realiz6 un test de ANOVA entre estos valores para

constatar la existencia de una diferencia estadisticamente significativa entre estos.

Tabla 5. ICso de Cisplatino en CAL-27, HEp-2 y
DOK. Tabla comparativa de los valores de ICsp a 24,
48y 72 h.

Se muestra en la tabla 5 que los

valores de CIS en DOK son menores CIS
a las 24 h con respecto a los valores R HEp2 e
de CAL-27 y HEp-2. Ademas, a las 24h | 236,9 243 103,1
48h presenta un valor mayor que 48h | 59.6 >300 ~262,3
72h | >300 2043 >500
CAL-27, pero menor que HEp-2; Sin
embargo, a las 72 h los valores de cs
%001 % == CAL-27
DOK se elevan sobrepasando los 500 T_ — lens
uM. En el andlisis estadistico (Figura s 4 T POk
17), el test de ANOVA nos indica que § 0l B B
no existen diferencias = _
;. . et . 0-
estadisticamente significativas a las N N
’l«“ w

24 h. No obstante, a las 48 h se logra | Figura 17. Comparaciones de los valores de ICso
. - . . de CIS entre las lineas tumorales (CAL-27, HEp-2)
identificar una diferencia | y pok. Analisis estadistico ANOVA de Ia diferencia

- L . entre los valores de IC50 a las 24, 48 y 72 h. *P< 0,05
estadisticamente S|gn|f|cat|va entre #p<0,001 **P<0,0001.



CAL-27-DOK y HEp-2- DOK, esto
debido a que se obtuvo un valor mas
alto a las 48 h en HEp-2, y un valor
menor en CAL-27. A las 72 h no fue
posible realizar una comparacion de
valores de ICso, ya que la respuesta de
DOK al tratamiento con CIS no
proporciond un valor definido. En
resumen, no existe una tendencia a
una diferencia  estadisticamente
significativa entre estas tres lineas
celulares (CAL-27, HEp-2 y DOK) con

CIS.

En el caso de ITRA (Tabla 6), los
valores de ICso para DOK muestran
ser mas altos que los de CAL-27 y que
los de HEp-2 en los tiempos
evaluados. A excepcion del ICso de las
24 h, en donde HEp-2 presenta un
valor mas alto que DOK. De acuerdo
con el analisis estadistico (Figura 18),
a las 24 h existe una diferencia
significativa estadisticamente entre
CAL-27- DOK y HEp-2- DOK, debido
a que el valor de HEp-2 es mas
elevado y el valor de CAL-27 es menor
con respecto a DOK. Sin embargo,
también existe una diferencia
significativamente estadistica a las 48
y a las 72 h que es de manera similar
tanto en CAL-27-DOK como entre

HEp-2-DOK.
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Tabla 6. ICsp de Itraconazol en CAL-27, HEp-2 y
DOK. Tabla comparativa de los valores de ICso a 24,

48y 72 h.
ITRA
CAL-27 HEp-2 DOK
24h | 11,3 51,3 219
48h | 18,1 18,7 481
72h | 13,1 13,3 31
ITRA
80+ .
— mm CAL 27
‘ L ek gk - HEp.2
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Figura 18. Comparaciones delos valores de ICsode
ITRA entre las lineas tumorales (CAL-27, HEp-2) y
DOK. Analisis estadistico ANOVA de la diferencia
entre los valores de ICs a las 24, 48y 72 h. *P< 0,05

**P<0,001 **P<0,0001.

Tabla 7. ICso de Hidroxicloroquina en CAL-27,
HEp-2 y DOK. Tabla comparativa de los valores de
ICs0a 24,48y 72 h.

HQC
CAL-27 HEp-2 DOK
24h | 294 25 35,2
48h | 20,2 47,9 23,6
72h | 101 22,2 17,7
HQC
60 *
rm-| mm CAL-27
- == HEp-2
i DOK
s 40 T '|'
= L7
L_? 204 T T T
q,“‘\ bi"‘\ ,\'L‘\

Figura 19. Comparaciones delos valores de ICso de
HQC entre las lineas tumorales (CAL-27, HEp-2) y
DOK. Andlisis estadistico ANOVA de la diferencia
entre los valores de ICsp a las 24, 48 y 72 h. *P< 0,05

**P<0,001 **P<0,0001.
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Por ultimo, los valores de ICso de HQC (tabla 7) en DOK son mayores a las 24 h que
los valores de CAL-27 y HEp-2. Sin embargo, con el transcurso del tiempo (48 y 72
h), los valores de DOK se encuentran entre los obtenidos por estas dos lineas
celulares (CAL-27 y HEp-2). Al observar el analisis estadistico (Figura 19), se
constata solo diferencias estadisticas significativas a las 48 h, debido a que en CAL-
27 se obtuvo un valor de ICso menor que el de DOK, al contrario de HEp-2 que
obtuvo un valor superior. Estos resultados no poseen una tendencia clara, sin
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de estas tres lineas
celulares (CAL-27, HEp-2 y DOK).

2. Evaluacién de los niveles de expresion de las proteinas LC3B-Il y
VDACL.

Para evaluar los niveles de expresion de estas proteinas, las lineas celulares CAL-
27 y HEp-2 fueron expuestas por 24 h a distintos medios, a un medio alto en
glucosa, correspondiente al control, y a un medio bajo en glucosa. Esto se realizé
con la finalidad de caracterizarlas y observar el efecto de este estimulo en la
expresion de sus proteinas (LC3B-Il y VDAC1). Se realiz6 para su deteccion y

cuantificacion el método de Western blot.

En la subsiguiente figura (Figura 20) se muestran los resultados de los niveles
proteicos de LC3B-11 y VDAC1 bajo la condicion de alta/baja glucosa (4,5 g/L /1 g/L)
en las lineas celulares CAL-27 (Figuras 20A y 20C) y HEp-2 (Figuras 20B y 20 D).
Posteriormente a esto, se realizé un t-test con el objetivo de verificar si la diferencia
entre la cuantificacion proteica en ambos estimulos alta/baja glucosa era
estadisticamente significativa. De este andlisis se obtuvo como resultado un
aumento significativo tanto para LC3B-II en linea celular CAL-27 y HEp-2 (Figuras
20Ay 20B), como para VDAC1 en CAL-27 y HEp-2 (Figuras 20C y 20D), siendo en
LC3B-Il mas notoria la diferencia llegando aproximadamente al doble de su

expresion con respecto al control.
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Figura 20. Niveles proteicos de LC3B-Il y VDACL1 en lineas celulares de CAL-27 y HEp-2 expuestas a
medio con Altay Baja Glucosa por 24 horas. Se observa en el gréafico (a y b) la expresion de LC3B-Il (a) en
linea celular CAL-27 y (b) en linea celular HEp-2. En gréfico (c y d) la expresién de VDACL1 (c) en linea celular
CAL-27y (d) en linea celular HEp-2. En la parte inferior se muestran las bandas de densitometria cuantificada.
Cada gréfico representa la suma de tres experimentos individuales (N=3). *P< 0,05 **P<0,001 ***P<0,0001
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VI. DISCUSION

1. Ensayos de viabilidad

1.1. Eficacia y Potencia farmacolégica

En este estudio in vitro se evalu6 el impacto que posee la baja concentracion de
glucosa en la viabilidad celular de distintas lineas celulares tumorales (CAL-27 y
HEp-2) y displasica (DOK) de cabeza y cuello en el paso del tiempo (24, 48, 72 h)
mientras se encuentran expuestas bajo el efecto de Cisplatino (CIS), un
guimioterapéutico clasico de uso frecuente, y otros farmacos con diferentes fines
clinicos que se les ha estudiado un potencial efecto antitumoral, como es el caso de
Itraconazol (ITRA), antifangico de amplio espectro e Hidroxicloroquina (HQC), un

antimalarico de uso comun en enfermedades reumaticas.

La eficacia farmacologica corresponde a la respuesta o efecto maximo que se puede
lograr con un farmaco. El efecto del farmaco se presenta frente a la dosis en un
grafico para obtener la curva dosis-respuesta. El punto mas alto de la curva muestra
la respuesta maxima o eficacia y se denomina Emax (Visser, 2018). En este caso se
observa el punto mas bajo de la curva ya que se esta evaluando un efecto inhibitorio

de la viabilidad celular.

Al analizar la eficacia en los gréficos obtenidos de los ensayos MTT se observa que
CIS en CAL-27 no posee un efecto dependiente del tiempo, aunque si presenta un
efecto dependiente de la concentracion. Por lo que se puede inferir que este
farmaco es poco eficaz, ya que si bien su respuesta a las 48 h en CAL-27 logro una
maxima eficacia (Emax), este disminuye su efecto a las 72 h. Con respecto a la curva
obtenida, este farmaco lamentablemente no logré adaptarse al modelo, obteniendo
valores altamente dispersos (R? entre 0,47- 0,63). Esto se puede deber a que se
encuentra descrito en varios estudios que la linea celular CAL-27 posee una
resistencia al tratamiento con CIS. Estudios previos describen que células tumorales
ovaricas resistentes a cisplatino se sensibilizarian con el efecto de la baja glucosa,

esto debido a que son células altamente glucoliticas que requieren altos niveles de
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oxigeno (Catanzaro y cols., 2015). Sin embargo, se debe tener en cuenta que todos
los tipos de cancer se comportan de distinta manera frente a estimulos estresores
y terapias farmacoldgicas. Para HEp-2 el efecto de CIS es dependiente de la
concentracion mas no del tiempo. No logra un efecto maximo, por este motivo no
es un farmaco eficaz, tampoco para HEp-2. En definitiva, este farmaco es poco

eficaz y va perdiendo eficacia a medida que transcurre el tiempo.

En el caso de ITRA, tanto en la linea celular CAL-27 como en HEp-2 se produjo una
disminucién en la viabilidad celular dependiente de la concentracién, y ademas se
constata que su efecto va aumentado a medida que transcurre el tiempo. En
consecuencia, ITRA es un farmaco que va aumentando su eficacia en el tiempo,
logrando su Emax @ las 72 h. En cambio, en el caso de HQC se logra dilucidar en las
dos lineas celulares (CAL-27 y HEp-2) un efecto citotéxico dependiente de la
concentracion, sin embargo, esta logra la disminucion total de la viabilidad celular a
los tres tiempos evaluados (24h, 4h'y 72 h), por lo que su eficacia no es dependiente

del tiempo, logrando ser el farmaco mas eficaz de los tres.

Para la medicién del potencial terapéutico de un agente farmacolégico, la medida in
vitro de potencia mas utilizada es el ICso 0 concentracion inhibitoria semi-maxima,
esta corresponde a la concentracién a la que un farmaco es capaz de inhibir a la

mitad una actividad biolégica o farmacoldgica (Aykul y Martinez-Hackert, 2016).

Respecto a los valores de ICsode CIS a las 24 h en CAL-27 y HEp-2 se obtuvieron
los valores 236,9 uM y 243 uM, respectivamente. A las 48 h solo se pudo obtener
un valor exacto para CAL-27 de 59,6 uM, ya que para HEp-2 sus valores resultaron
indeterminados (>300 uM). Respecto a los ICsp obtenidos a las 72 h, Gnicamente
HEp-2 tiene un valor exacto de 204,3 uM. En definitiva, los valores de ICso para este
farmaco resultaron altos para estas dos lineas celulares tumorales, esto era
esperable en la linea celular CAL-27, pues presenta una resistencia a esta terapia,
sin embargo, se ha evaluado previamente el efecto de CIS en cultivos en medio alto
en glucosa, obteniendo valores de ICsp en la linea CAL-27 de 182,9 uM y 122,3 uM
(48 y 72 horas, respectivamente) y de 210,3 uM y 218,6 uM para HEp-2 (48 y 72

horas, respectivamente) (datos no publicados del Laboratorio de Farmacologia de
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la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, LFFOUCH). La informacion
anterior nos indica que los valores de ICso de CIS aumentaron en cultivos con baja
disponibilidad de glucosa de estas dos lineas tumorales. Por lo que se podria inferir
un aumento en la resistencia frente a este quimioterapéutico, ya que se necesita

mayor cantidad de farmaco para provocar el mismo efecto.

Generalmente las dosis utilizadas en clinica van desde los 50-100 mg/m? en adultos
por ciclo de quimioterapia. Es administrado por via parenteral cada 3-4 semanas, a
menudo junto a otros agentes antineoplasicos (Tsang y cols., 2009). La
administracion de una infusion corta (1 h) de 40 mg/m? alcanza una concentracion
plasmatica maxima de 5,37 pg/mL, y la administracion de una infusion larga (3 h)
de 100 mg/m? alcanza una concentraciéon plasmatica de 9,02 ug/mL (Rajkumar y
cols., 2016). Los valores obtenidos en este estudio para CIS fueron >200uM en las
tres lineas celulares, esto quiere decir que los valores son >60,2 pg/mL. Por lo que
estas concentraciones no son aplicables en un esquema terapéutico clinico seguro,
podria provocar efectos nocivos no deseados. En este ultimo tiempo se han
evaluado terapias de combinacion con CIS en distintas lineas celulares, con el fin
de provocar una mayor quimiosensibilidad de éste. En un estudio del afio 2018 en
cancer de pulmon, las combinaciones con distintos farmacos redujeron las dosis de
uso de CIS, aumentando su potencia citotoxica y disminuyendo sus efectos

secundarios (Duan y cols., 2018).

Los valores de ICso obtenidos para ITRA en la linea celular CAL-27 expuesta a un
medio bajo en glucosa fueron de 11,3uM a 24 h, 18,1 uM a48 hy 13,1 uM a 72 h.
Para la linea HEp-2 los valores de ICso fueron similares, aunque levemente
superiores respecto a la linea celular anterior. Hasta la fecha se ha encontrado en
la literatura un solo estudio publicado donde se evalué el valor de ICso en CAL-27
en medio de alta glucosa. En este Gltimo no se pudo determinar un valor especifico
de ICso a ninguno de los tres tiempos evaluados (24, 48 y 72 h), sin embargo, se
logré concluir que sus valores eran mayores que 50 pg/mL (70,8 uM
aproximadamente) (Dias y cols., 2020). Basdndonos en este estudio, los niveles de

ICs0 de ITRA son menores al estar CAL-27 expuesta a el medio estresor bajo en
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glucosa, por lo que se puede inferir que la citotoxicidad aumenta en estas
condiciones. Esto es beneficioso ya que las dosis necesarias para alcanzar un

mismo efecto son mas bajas al estar en medio bajo glucosa.

Las dosis clinicas que se utilizan de este farmaco varian segun su indicacion,
generalmente se utilizan dentro de un rango de 100-600 mg diarios. Una sola dosis
de 200 mg de ITRA produce una concentracién plasmatica maxima de 239 ng/mL
(0,34 uM). Por lo general se administran clinicamente capsulas de 200 mg cada 12
h. Después de 14 dias con este régimen, la concentracion plasmatica maxima es
de 1881 ng/mL (2,67 uM) (Pantziarka y cols., 2015). En consecuencia, en este
altimo estudio se demuestra que ITRA podria no ser una opcidon segura para un
esquema terapéutico de monoterapia. Puesto que los valores de ICso conseguidos
en este estudio para ITRA a las 72 h resultan muy lejanos de la maxima
concentracion plasmatica admitida en clinica. A pesar de esto, este es solamente
un estudio que evalta en condiciones determinadas este farmaco, no es posible
descartar su uso a futuro, ya que aun se necesita realizar mayor cantidad de
estudios para analizar su potencial efecto citotoxico, asi como su posible aplicacion

en un esquema terapéutico.

En cuanto a los valores de ICso de HQC para CAL-27 se obtuvieron los siguientes
resultados; 29,4 uM a 24 h, 20,2 yM a 48 h y por dltimo 10,1 yM a 72 h. Para la
linea celular HEp-2 los valores que se extrapolaron fueron de 25 uM a 24 h, 47,9
MM a 48 hy 22,2 uM a 72 h. Datos obtenidos en el LFFOUCH establecen que el
valor de ICso en cultivos in vitro con medio alto en glucosa (4,5 g/L) de estas lineas
celulares son 40,1 pM y 100,6 uM a las 48 h, 31,7 yM y 92,82 uM a las 72 h,
respectivamente (datos no publicados). Como es posible evidenciar, tanto los
valores para CAL-27 como para HEp-2 en medio bajo glucosa son menores que al
estar en un medio alto en glucosa, por lo que se puede inferir que, a pesar de estar
bajo un medio que favorece el desarrollo de un mecanismo de resistencia como
autofagia (Williams y cols., 2009; Kim y cols., 2011; Esteve y Knecht, 2011; Moruno
y cols., 2012), igualmente aumenta el efecto citotdéxico de este farmaco. Esto era
esperable, ya que este farmaco actia como un potente inhibidor del proceso de
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autofagia, dejando a la célula sin una via de escape contra el estrés metabdlico,

desencadenandose la apoptosis celular.

Para el tratamiento de lupus eritematoso con HQC las dosis que generalmente se
utilizan van desde 200-400 mg al dia. Con 200 mg administrados cada 12 h los
niveles terapéuticos medidos en la sangre son entre 500-2000 ng/mL (0,5 a 2
ug/mL) (Durcan y cols., 2015). El uso de este antimalarico ya se ha expandido a la
oncologia en estos Udltimos afos, administrandose dosis mucho mas altas
generalmente 800-2000 mg diarios (correspondientes a 4-10 pg/mL) por cortos
periodos de tiempo (Abdulaziza y cols., 2018). Si tomamos en cuenta que los
valores de ICso de CAL-27, HEp-2 y DOK a las 24 h corresponden respectivamente
a 4,4 ug/mL, 3,8 ug/mL y 5,4 ug/mL, por lo que se encuentran dentro del rango de
concentraciones seguras para ser aplicadas clinicamente en un esquema
terapéutico. En consecuencia, este farmaco puede ser aplicado posteriormente en

un estudio in vivo para evaluar su efecto sin correr riesgos adversos.

1.2. Selectividad Farmacolégica

La selectividad farmacoldgica describe la capacidad de un farmaco para afectar
preferentemente a una poblacion particular, un gen, una proteina, via de
sefalizacion o célula, por sobre otras. De esta forma un farmaco selectivo discrimina
entre ambas y lograria ejercer su efecto o producir un evento en una de éstas
(Mencher y Wang, 2005). En este estudio se evalud la capacidad de producir la

muerte celular en lineas tumorales de manera selectiva.

Para este objetivo se evalué la presencia de una respuesta citotoxica y se
contrastaron los valores de ICso obtenidos en los tres farmacos en la linea celular
de queratinocitos displasicos DOK con respecto a las lineas tumorales CAL-27 y
HEp-2. Posteriormente, se analizaron estadisticamente las diferencias entre los

valores de ICso obtenidos con los tres farmacos.

A grandes rasgos, la linea DOK obtuvo una respuesta bastante similar a las de las

lineas tumorales con los tres farmacos (CIS, ITRA e HQC). Con CIS se observaron
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valores de ICso altos, con muy poca eficacia en las tres lineas celulares. El andlisis
estadistico de los valores no arrojé diferencias significativas, en razon de lo cual
este farmaco resulta poco selectivo. En cuanto a el farmaco ITRA, se observa que
el efecto citotoxico es dependiente del tiempo, obteniéndose un ICso de 23,6 uM a
las 72 h, valor mayor que las células tumorales CAL27 y HEp-2, aunque con una
disminucién de casi un 100% en su viabilidad celular. En consecuencia, ITRA
tampoco logra ser un farmaco muy selectivo para las células tumorales, no obstante,
existe una diferencia estadisticamente significativa en sus valores, con un patrén
gue se repite tanto a las 48 como a las 72 h, donde se obtuvieron valores mayores
en DOK que en CAL-27 y HEp-2, por lo que nos hace pensar que existe una leve
predileccion por las células tumorales. Sin embargo, aln es necesaria una mayor
recopilacion de datos para poder afirmar la existencia de una selectividad. Por
altimo, HQC es un farmaco que a primera vista posee un gran efecto citotdxico a
partir de las primeras 24 h, con un ICso de 35,2 uM, al igual que ITRA con un valor
levemente superior a las células tumorales CAL-27 y HEp-2 (29,4 uM y 25 uM), pero
con una disminuciéon del 100% de viabilidad celular. Segun el analisis estadistico,
los valores de ICso no arrojaron diferencias significativas, convirtiendo a HQC en el

farmaco con menor selectividad de los tres.

En resumen, ninguno de estos tres farmacos (CIS, ITRA e HQC) son selectivos o
poseen una afinidad por las células tumorales in vitro, en las condiciones evaluadas
durante este trabajo. Es importante destacar que ésta es una caracteristica que un
farmaco debe cumplir en una terapia farmacoldgica antitumoral, especialmente para
no causar un efecto nocivo en células no tumorales que se encuentren aledafias a
los tumores sélidos en otros tejidos. No obstante, se debe tomar en cuenta el tipo
de linea celular que son las DOK, ya que éstas no corresponden a células sanas
del tejido a estudiar, sino que son variantes de la normalidad con un tipo de
alteracion en su morfologia constatable de forma histolégica (Jerjes y cols., 2011).
Pese a todo, atacar selectivamente a estas células puede resultar beneficioso, ya
que las células displasicas pueden malignizarse a futuro provocando la formacion
de tumores solidos, siendo consideradas por algunos autores como una etapa pre-

tumoral (Ho y cols., 2012). Estos farmacos podrian ser considerados como una
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opcidn terapéutica preventiva sistémica, evitando la formacion futura de un
carcinoma in situ atacando a estas células displasicas que no siempre se logran
extirpar completamente de una lesion. Sin embargo, para que eso ocurra es
importante seguir con mas estudios y continuar probando estos farmacos en lineas
celulares de queratinocitos orales de tejido sano o en otras lineas celulares como

hepatocitos o células cardiacas para comprobar una verdadera selectividad.

2. Evaluacion de expresiéon de LC3B-11y VDACL1

En esta oportunidad se evaluaron los niveles de LC3B-Il (16 kDa), una proteina
microtubular que participa en el proceso de autofagia, localizada en la membrana
externa e interna del autofagosoma, considerada el biomarcador mas especifico de
la cantidad de autofagosomas y de la actividad autofagica (Zhao y cols., 2013;
Zheng y cols., 2012), reportandose en este Ultimo tiempo altos niveles de expresiéon
en diferentes tipos de cancer incluidos el de pulmén, colorrectal, digestivos y de
mamas (Lefort y cols., 2014). Esto también se ha visto relacionado con un
comportamiento mas agresivo de los tumores sélidos aumentando la infeccion en

linfonodos y metéstasis en otros érganos (Giatromanolaki y cols., 2014).

En relacion con los valores proteicos obtenidos de LC3B-II, se obtuvo un aumento
en los niveles tanto en linea celular CAL-27 como en HEp-2 de aproximadamente
el doble de su expresion en comparacion con el control, alcanzando diferencias
significativamente estadisticas en ambas lineas celulares. Esto se condice con la
literatura, ya que las células al verse bajo un medio estresor, como es la baja
concentracion de glucosa en el medio de cultivo celular, pueden activar la via
autofagica para mantener su homeostasis y evitar la muerte celular (Aversa y cols.,
2016).

En un estudio de Lai y cols. (2018) se evaluaron los niveles proteicos de LC3B y la
relacion con su prondéstico en cancer orofaringeo y en carcinoma oral de células
escamosas (SCC), en el cual se reportaron altos niveles proteicos de expresion,
ademas de tener una estrecha relacion con un mal prondstico en ambas patologias,

considerando a esta proteina como un biomarcador independiente del prondstico
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de cancer orofaringeo. Asimismo, destaca la importancia de la inhibicién del proceso
autofagico, ya que este puede resultar beneficioso en terapias actuales, provocando
guimiosensibilidad o radiosensibilidad en modelos de estudios (Lai y cols., 2018).
De hecho, esto fue analizado anteriormente en diferentes estudios experimentales,
la regulacion del proceso autofagico provoco que las células tumorales se vuelvan
mas sensibles o resistentes a la irradiacion o quimioterapia, lo que sugiere que éste

si interviene en la respuesta a agentes citotdxicos (Giatromanolaki y cols., 2014).

Con respecto a la disponibilidad de nutrientes, en este caso de glucosa, un estudio
realizado en el afio 2020 observo el efecto de la privacion de glucosa en células de
cancer colorrectal y, se percataron de un cambio en el metabolismo de los
aminoacidos que beneficia la supervivencia de estas células, este cambio es
provocado por el gen JMJD2B, el cual se ve sobreexpresado en este cancer y en
otros tipos de cancer. Este gen es responsable de la induccion de la autofagia y de
la agresividad de este cancer, promoviendo la progresién del tumor (Tan y cols.,
2020).

A pesar de que el proceso de autofagia estd ampliamente descrito en la literatura,
aun existe confusién con respecto al rol que adquiere este proceso en el desarrollo
del cancer. Esto se debe a que se encuentra directamente involucrado en la
proteccion de la integridad celular y la estabilidad gendémica, actuando como un
posible supresor de la tumorogénesis. Sin embargo, también se ha demostrado en
diferentes estudios que los componentes que fueron degradados por los
autofagolisosomas proporcionan; aminoacidos, nucleétidos y lipidos, moléculas
esenciales utilizadas para la posterior produccién de ATP y la sintesis de nuevas
células tumorales, actuando en este caso como un factor que ayuda a la progresion
del tumor (Czyzyk-Krzeska y cols., 2012). Por lo tanto, es de suma importancia
continuar estudiando este proceso, pues se determinara el rol que cumple en los

tumores soélidos.

Posteriormente, se evaluaron los niveles de expresion de VDAC1 (32 kDa), o canal
anionico voltaje dependiente, encargada del transporte de moléculas pequefias,

metabolitos e iones. Considerada como la principal mediadora entre la célula y la
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mitocondria. Localizada en la membrana externa mitocondrial, este canal
interacciona con diferentes proteinas reguladoras de procesos pro-apoptoticos
como anti-apoptoticos, considerada de esta manera como la reguladora de las vias
de sefializacion. Ademas, en ultimos estudios se ha observado que promueve el
fenotipo metabdlico de las células tumorales y que se ve sobre-expresada en

multiples tipos de cancer (Shoshan-Barmatz y Mizrachi, 2012).

Los niveles proteicos obtenidos de VDACL1 fueron mayores en relacion con el control
tanto en la linea celular CAL-27 como en HEp-2, esta diferencia en su expresién fue
significativamente estadistica para ambas lineas celulares. Estos resultados
concuerdan con lo que se esperaba, ya que cuando la célula entra en proceso de
estrés metabdlico, debido a un agente estresor, en este caso la baja glucosa, opta
por la supervivencia y por una via metabdlica distinta a la via glucolitica que
acostumbra. Esta via produce mayor cantidad de transporte de ATP, que se ha visto
estéa relacionada con un aumento en la expresion de VDACL, por lo que se deduce
gue la célula estaria realizando la via de la Fosforilacion Oxidativa (OXPHOS)
(Amsalem y cols., 2020). Ademas, se ha proporcionado evidencia que existe un
aumento en la biogénesis mitocondrial mediada por AMPK, lo que puede explicar el
aumento de ATP y mayor expresion de VDAC1 al encontrarse la célula tumoral en
situaciones de limitacién de glucosa. Es importante destacar que la supervivencia
celular mediada por AMPK requiere la inhibicion de mTOR. Como mTOR regula
principalmente los procesos anabdlicos, su activacion puede perturbar la
homeostasis energética bajo estrés metabdlico (Chaube y Bhat, 2016). Para poder
asegurar este hecho seria interesante medir la cantidad de ATP intracelular y la

velocidad de consumo de oxigeno respecto a las células cultivadas en alta glucosa.

En el estudio de Mazure igualmente se menciona la importancia del flujo de
metabolitos esenciales, como el ATP, ya que este determina el funcionamiento de
las mitocondrias ante estimulos nocivos. Ademas, VDAC1 actia como plataforma
para muchas proteinas y, al hacerlo, apoya la glucolisis y previene la apoptosis al
interactuar con Hexoquinasa (HK) o miembros de la familia Bcl-2, respectivamente.
Por lo tanto, VDAC1 participa en la eleccion que hacen las células para sobrevivir o

morir, lo que es particularmente relevante para las células tumorales. Por estos
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motivos, VDACL1 se ha convertido en potencial blanco terapéutico para combatir el
cancer, pero también otras enfermedades en las que se modifica el metabolismo

mitocondrial (Mazure, 2017).

En definitiva, ain existen muchas variables que condicionan el comportamiento de
las células tumorales frente a los tratamientos actuales y a los diferentes estimulos,
por lo que aun estas deben ser exhaustivamente estudiadas, ya sea en estudios in
Vivo como en ensayos clinicos, con la finalidad de encontrar un camino a futuro para
poder combatir esta enfermedad. Los medios bajo en glucosa provocan la
supervivencia de las células tumorales y la adaptacién por medio de vias de escape
como es el proceso de autofagia, sin embargo, cuando esta se encuentra
combinada con terapias farmacoldgicas que inhiben este proceso o modifican el
metabolismo mitocondrial se ve una mejora en la eficacia de las terapias
convencionales, por lo que es un factor que modula la respuesta a los tratamientos.
Los odontoélogos tienen el deber de estar atentos a las distintas sefiales a tiempo
para poder disminuir las tasas de mortalidad de CCyC que cada afio van en
aumento. Es por esta razén que es de vital importancia realizar una buena
entrevista, examen fisico intraoral y diagnéstico preventivo, asi como una adecuada
educacion y promover el autoexamen para concientizar a la poblacién sobre este

problema de salud publica.
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VII. CONCLUSIONES

En este estudio se evalud el efecto que posee la baja concentracion de glucosa
sobre las lineas celulares tumorales CAL-27, HEp-2 y la linea celular displasica DOK

cuando se encuentran bajo la accién de farmacos potencialmente citotéxicos.

Respecto a estos farmacos se concluye que; Itraconazol e Hidroxicloroquina son
farmacos que aumentaron su citotoxicidad en CAL-27 y HEp-2 al estar sometidas a
baja disponibilidad de glucosa. El medio bajo en glucosa provoc6 un estado de
estrés metabdlico que probablemente seleccioné a las células tumorales mas aptas,
desencadenando cambios en su metabolismo mitocondrial y la induccion de la
autofagia para lograr su adaptacion. Por lo que se podria inferir que Itraconazol e
Hidroxicloroquina aumentaron su potencia farmacolégica inhibiendo estos procesos
adaptativos, respectivamente.

En ambas lineas tumorales hubo una disminucion de la citotoxicidad de Cisplatino
frente a las condiciones de baja glucosa, por lo que su potencia terapéutica fue
menor. Se generd probablemente mayor resistencia en CAL-27 y HEp-2, debido a

la posible generacion previa del proceso autofagico.

Hidroxicloroquina es el farmaco con mayor eficacia de los tres evaluados en baja
glucosa, ademas de poseer una buena potencia farmacolégica con concentraciones
aplicables clinicamente en un esquema terapéutico. Se deben realizar estudios a

futuro con terapias de combinacion, asi como estudios in vivo.

Los tres farmacos resultaron poco selectivos para el tratamiento de células
tumorales CAL-27 y HEp-2. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que los
gueratinocitos orales displasicos DOK son células que se encuentran levemente
alteradas. Es necesario a futuro evaluar con otras lineas celulares de tejido sano

para estudiar esta caracteristica.

La baja concentracion de glucosa provocé un aumento en la expresion de LC3B-II

principal biomarcador de la autofagia en ambas lineas celulares tumorales, por lo
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que se puede suponer que la célula opta por esta via de escape a la muerte celular
al encontrarse frente a este estimulo. Sin embargo, el rol de la autofagia en el cancer
aun no esta esclarecido del todo, por lo que los esfuerzos futuros deben apuntar a

un analisis mas exhaustivo en otros modelos de estudio.

La expresion de VDACL en estas lineas tumorales es alta y aumentan alin mas sus
niveles proteicos cuando se encuentran expuestos al medio bajo en glucosa,
provocando un probable cambio en el metabolismo mitocondrial clave para la
adaptacion a este ambiente. Al igual que la proteina anterior, aln es una proteina
ampliamente estudiada considerada un blanco terapéutico, debido a sus variadas

funciones en el metabolismo de las células tumorales y en su supervivencia.
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