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Resumen

El metabolismo mitocondrial ha emergido como un blanco importante para las
terapias contra el cancer. Para este proposito, se conjugo el acido gentisico al
cation trifenilfosfonio (GA-TPP*Ci0) con el fin de provocar su acumulacion
selectiva en las mitocondrias de las células cancerosas, debido al potencial de
transmembrana mitocondrial significativamente mayor (AYWm) que éstas
presentan. Estudios previos del laboratorio han demostrado que este compuesto
desencadena un efecto antitumoral y antimetastasico en modelos de cancer de
mama. Por lo tanto, utilizando un modelo de cancer de pulmén, se evalud su
efecto citotoxico desencadenado por una disfuncion mitocondrial, asi como la

respuesta celular adaptativa generada.

GA-TPP*C1o provoco un efecto citotdxico mediado por la inhibicién del complejo
enzimatico aKGDH, que es esencial para el buen funcionamiento de la
fosforilacién oxidativa, ya que modula la remodelacién metabdlica en respuesta
a los requerimientos energéticos de las células cancerosas. Ademas, se
demostré que la GA-TPP*Cio genera una alteracion en varios parametros de la
funcién mitocondrial y el estrés oxidativo, lo que desencadena la activacion de
AMPK. Este ultimo media una respuesta adaptativa a través del aumento de la

fisibn mitocondrial, promoviendo un aumento de la sobrevida celular.



Summary

Mitochondrial metabolism has emerged as an important target for cancer
therapies. For this purpose, gentisic acid was linked to triphenyl phosphonium
cation moiety (GA-TPP*Cao0) in order to generate its selective accumulation in the
mitochondria of cancer cells, due to the significantly higher mitochondrial
transmembrane potential (AWm) that these present. Previous laboratory studies
have shown that this compound triggers an anti-tumor and anti-metastatic effect
in breast cancer models. Therefore, using a model of lung cancer, its cytotoxic
effect triggered by a mitochondrial dysfunction was evaluated, as well as the

adaptive cellular response generated.

GA-TPP*Cio develop a cytotoxic effect mediated by the inhibition of the enzyme
complex aKGDH, which is essential for the proper functioning of oxidative
phosphorylation because it modulates metabolic remodeling in response to the
energy requirements of cancer cells. In addition, it was shown that GA-TPP*Cio
generates an alteration in several parameters of mitochondrial function and
oxidative stress, which triggers the activation of AMPK. The latter mediates an
adaptive response through increased mitochondrial fission, promoting increased

cell survival.



1. Introduccién

1.1. Epidemiologia del cancer

El cancer en la actualidad representa la segunda causa de muerte a nivel mundial
luego de las enfermedades cardiovasculares. La Agencia Internacional de
Investigacion sobre el Cancer (IARC) estimé6 que, en el afio 2018, 18,1 millones
de personas desarrollaron esta patologia ocasionando un total de 9,6 millones de
muertes. A nivel mundial, el cancer de pulmén es el tipo mas comun de cancer
considerando a ambos sexos, representando un 11,58% del total de casos
seguido del cancer de mama con un 11,55% y en tercer lugar por el cancer de
préstata con un 9,6%. El cancer de pulmén es el que presenta la mayor
mortalidad, pues provoc6 un 18,4% de las muertes por cancer, seguido del

cancer colorrectal con 9,2% y el cancer de estobmago con 8,2% en el afio 2018

[1].

En Chile el cancer representa la segunda causa de muerte, provocando en el afio
2018 un 25,6% de las muertes totales. Se estima que para el afio 2030 el cancer
sera la principal causa de muerte en el pais [2]. Las estadisticas entregadas por
Globocan muestran que en el afio 2018 se produjeron 53.365 nuevos casos y
28.443 muertes. Dentro de este nimero, el 12,3% de casos nuevos correspondio
a cancer de préstata, un 11,1% a cancer colorrectal, un 10,1% a cancer de mama,

un 9,7% a cancer de estbmago y un 7,3% a cancer de pulmon [3].



Dentro de las razones que se consideran para el incremento en la incidencia del
cancer, se encuentra el envejecimiento de la poblacion y factores de riesgo
modificables como: obesidad, fumar cigarrillos, estilo de vida sedentarios,

elevados niveles de contaminacion, entre otros.

1.2. Epidemiologia del cancer de pulmén, clasificacién y tratamientos

El cancer de pulmén es uno de los tipos de cancer con mayor incidencia, siendo
el que provoca mas muertes en el mundo [1]. La mitad de los pacientes

diagnosticados fallecen y la sobrevida a los 5 afios es alrededor de 17,8% [4].

Este tipo de cancer posee dos clasificaciones principales: el cancer de pulmén
de células no pequefias y el cancer de pulmén de las células pequefias,
representando el 85 y 15% del total de casos respectivamente. El cancer de
pulmon de las células no pequefias agrupa a otros subtipos de canceres que se
comportan en forma similar y responden también de forma similar a los
tratamientos. El cancer de pulmén de las células pequefias se desarrolla
rapidamente y esta altamente asociado al habito de fumar cigarros. Este ultimo
también se clasifica como tumor neuroendocrino ya que comienza en las células

neuroendocrinas de los pulmones [4, 5].



El cancer de pulmén de las células no pequefas incluye al adenocarcinoma
(forma glandular), el carcinoma de células escamosas y el carcinoma de células
grandes [4, 5]. El tipo de cancer de pulmén mas comun es el adenocarcinoma, el
cual comprende alrededor del 40% de todos los casos de cancer de pulmén. Este
tiene como origen tejido de células alveolares epiteliales de las vias respiratorias
gue secretan moco Yy otras sustancias. El adenocarcinoma, en comparacion con
los otros tipos de cancer, presenta una baja tasa proliferativa, por lo que presenta
una mayor probabilidad de ser detectado antes de que ocurran procesos
metastasicos [4]. Cabe sefalar que es el tipo de cancer de pulmén mas comun

entre los no fumadores [6].

Dentro de los tratamientos actuales empleados en clinica frente a esta patologia
se encuentran la cirugia mayor, cuyo fin es extirpar el tumor en el caso que este
sea removible y si el paciente puede tolerarlo, lo cual se determina previamente
mediante el uso de estudios de imagenes y biopsias. Sumado a lo anterior,
pacientes que se han sometido a cirugia pueden ser candidatos a la terapia
adyuvante para reducir el riesgo de reincidencia. Esta suele incluir radiacién,
guimioterapia generalizada (la cual se basa en cisplatino o carboplatino
principalmente, o también etopdsido, gemcitabina y docetaxel) y terapia dirigida
contra blancos moleculares especificos. Siendo comiUn que se utilice una

combinacion de estos tratamientos [2].



Por lo general, para el manejo del cancer de pulmon de un paciente que presente
cancer de las células no pequefias en estadio I, donde el tumor esté localizado
solo en los pulmones y no se ha propagado a los nodos linfaticos, se realiza
solamente cirugia. En estadio II, el cual se caracteriza porque el cancer se
encuentra cercano a los nodos linfaticos, se realiza cirugia de remocion tumoral
seguido de quimioterapia [2]. Para pacientes que se encuentran en el estadio I,
en donde el cancer estd mas avanzado y se encuentra en los nodos linfaticos al
centro del pecho, se recurre a radioterapia y también puede incluir la
guimioterapia. Finalmente, pacientes que presentan el estadio IV en donde el
cancer ya alcanzé ambos pulmones y otros 6rganos, solo se realiza quimioterapia

y cuidados paliativos [2].

Los cuidados paliativos tienen por objetivo mejorar la calidad de vida de los
pacientes y sus familias a través de la prevencion y alivio del sufrimiento debido
a la enfermedad [7]. En esta patologia es comun que los pacientes requieran de
estos cuidados frente a ciertos padecimientos, que se manifiestan sobre todo en
etapas mas avanzadas. Entre los mas comunes se encuentra el dolor, para lo
cual se usa desde paracetamol y antiinflamatorios no esteroidales (AINES), hasta
opioides en los casos de dolores mas severos, siendo los de uso mas comdn la
morfina y fentanilo [8]. Los pacientes también pueden presentar disnea y tos
debido a complicaciones relacionadas a la enfermedad tales como efusiones

malignas (pleurales y pericardiales) y obstruccién de las vias aéreas. En estos



casos se realizan procedimientos terapéuticos los cuales incluyen toracocentesis
(puncién quirargica de la pared toracica para evacuar por aspiracion el liquido
acumulado en la cavidad pleural), colocacion de drenaje pleural y
pericardiocentesis (aspiracion de liquido del pericardio). Por otro lado, cuando
existe obstruccion de las vias respiratorias los tratamientos paliativos pueden
incluir broncoscopia, terapia con laser (para destruir el tumor) o colocacion de
stent (malla para abrir el conducto obstruido) [9]. Para reducir las secreciones
excesivas se usan medicamentos anticolinérgicos [10]. Sumado a lo anterior,
muchos pacientes pueden presentar angustia y depresion, por lo que se les

receta antidepresivos y terapia psicosocial [11].

El tratamiento para pacientes que presenten cancer de pulmén de las células
pequefias es similar. En los estadios | y Il se realiza cirugia seguido de
guimioterapia adyuvante, en estadio Il radioterapia y en estadio IV quimioterapia

y cuidados paliativos [2].

Sin embargo, este tipo de terapias utilizadas comunmente se caracterizan por su
baja selectividad por las células cancerosas lo que conlleva a innumerables
efectos secundarios no deseables. Es por esto, que se hace necesario buscar

nuevas alternativas de tratamientos mas selectivos.



Buscando blancos moleculares para producir terapias dirigidas, se encontré
mutaciones en el receptor de EGF (factor de crecimiento epidermal) en cierto
porcentaje de canceres de células no pequefias [12], sin embargo su prevalencia
es solo de un 10-15% en este tipo de cancer de pulmon. Como tratamiento se
utilizan inhibidores de receptores tirosina quinasa como el Gefitinib, sin embargo,
la tasa de respuesta es solo de un 50% aproximadamente, siendo muy comun
gue los pacientes adquieran resistencia a este tratamiento [13]. Por otro lado, el
intento de tratamiento que involucra diversos farmacos contra blancos
especificos ha demostrado exponer a los pacientes a severos efectos toxicos
ademas de la adquisicion de resistencia celular frente a dichas terapias

combinadas [14].

1.3. Metabolismo en las células tumorales

Otto Warburg en 1920 observd que las células cancerosas presentaban una
reprogramacion del metabolismo de la glucosa. Estas células, a diferencia de las
células normales, poseen una elevada produccién de ATP de origen glicolitico
aun cuando estas se encuentren en condiciones normoxicas, dicho efecto fue
denominado como “glicdlisis aerdbica” [15]. Warburg hipotetizé que el flujo
glicolitico exacerbado en células cancerosas se debia a dafios en la respiracion
mitocondrial [16]. Desde ese entonces, se comenzd a describir en forma

exhaustiva y detallada transportadores de glucosa y las enzimas glicoliticas en



las células tumorales de rapido crecimiento [17]. De ahi se sugirid6 que la
disfuncion mitocondrial es un sello distintivo de la oncogénesis. Otra observacion
gue apoyo este punto de vista fue la produccion de altos niveles de especies
reactivas del oxigeno (ROS) mitocondrial que gatillan la activacién de cascadas
de sefalizacion celular y la activacion de oncogenes que resultan en la

desregulacion de la proliferacion celular e inestabilidad genémica [18].

Sin embargo, esta hipoétesis fue cuestionada cuando se demostré que las
mitocondrias no son completamente disfuncionales en las células cancerosas,
las cuales producen niveles similares o superiores de intermediarios del ciclo del
acido tricarboxilico (TCA). Estos son empleados como fuentes de carbono y
nitrdgeno para la sintesis de macromoléculas para promover y satisfacer las
elevadas demandas metabdlicas de las células cancerigenas debido a su
elevada tasa de crecimiento y proliferacion celular [19]. Incluso, se ha
demostrado que cuando aumenta la glicélisis aerébica en un entorno rico en
oxigeno, la fosforilacién oxidativa continla activa y funcional en este tipo de
células [20, 21]. Ademas, las mitocondrias en las células cancerosas pueden
utilizar otras vias metabodlicas para la obtencién de sus intermediarios para
alimentar la cadena transportadora de electrones (ETC) y produccion de ATP,

tales como la oxidaciéon de los acidos grasosy de glutamina [22, 23].



De igual forma se ha demostrado que la fosforilacion oxidativa, a través del ciclo
TCA, ademas de su rol metabdlico energético, permite la generacion de
precursores esenciales para la proliferacion celular que permiten la sintesis de
novo de aminoacidos como el aspartato, el cual es necesario como fuente de
carbono para la sintesis de purinas y pirimidinas. El aspartato puede ser
sintetizado mediante dos mecanismos: i) Carboxilacion de piruvato, produciendo
oxalacetato el cual, mediante transaminacion, mediado por la enzima glutamato-
oxalacetato transaminasa, forma aspartato; ii) Sintesis reductiva con una baja
razon de NAD*/NADH principalmente en condicién hipoxica debido a, por
ejemplo, una inhibicién de la cadena transportadora de electrones. En este caso,
la carboxilacion reductora de a-cetoglutarato (aKG) genera isocitrato, el cual
mediante isomerizacion genera citrato, pudiendo este Ultimo escindirse para

formar oxalacetato y por medio de una transaminacion generar aspartato [24-26].

Un complejo enzimatico parte de ciclo TCA importante en la generacion de
aspartato, es el complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa (aKGDHCc), el cual esta
formado por tres subunidades (E1, E2 y E3) que oxidan y decarboxilan el a-
cetoglutarato uniéndolo a la coenzima-A generando como producto succinil-CoA
y NADH, siendo este ultimo un sustrato del complejo | [27]. Por ello este complejo
enzimatico esta estrechamente relacionado con la cadena transportadora de
electrones. De esta manera resulta esencial para la fosforilacion oxidativa,

pudiendo modular el remodelamiento metabdlico en respuesta a los



requerimientos energéticos de las células cancerigenas, ya que su actividad esta

muy regulada por Ca*?, ADP, ATP, Pi, NADH y ROS [28].

Por otro lado, actualmente se ha demostrado que en los tumores existen diversas
poblaciones celulares las cuales presentan un metabolismo heterogéneo, el que
es dependiente de la disponibilidad de nutrientes que posean las distintas
poblaciones de células tumorales. Dentro de un tumor hay células en las que
predomina un metabolismo glicolitico, quienes liberan catabolitos, los cuales
pese a ser definidos como productos de desecho de la degradacién de nutrientes,
terminan siendo utilizados por células tumorales vecinas que tienen
predominancia por la fosforilacion oxidativa. Este mecanismo de acoplamiento

metabdlico favorece la proliferacion y crecimiento del tumor [21, 29].

La heterogeneidad celular dentro un tumor ha sido ampliamente descrita, por
ejemplo Viale y cols. 2014, demuestra este fendmeno en modelos de cancer
pancreatico murinos, siendo particularmente interesante, la resistencia a muerte
celular de tipo apoptoética que presentan aquellas que basan su metabolismo de

la glucosa en la fosforilacién oxidativa [30].

La mayoria de los tumores humanos presentan una elevada heterogeneidad
genética, con numerosos oncogenes activos y con pérdida de mudltiples

supresores de tumores. A pesar de esto, estas alteraciones inducen un fenotipo



metabdlico energético mucho menos variable entre los tumores y dentro de ellos,
que las mismas alteraciones génicas que las producen, por lo que, en las
caracteristicas compartidas se debe buscar un blanco para dirigir las terapias

contra el cancer, siendo el metabolismo un excelente blanco terapéutico [14]

1.4. Rol delamitocondria en el cancer

La mitocondria tiene un papel importante en la regulacién del metabolismo,

concentracion de calcio citosélico, produccion de ROS y apoptosis [31].

La membrana interna mitocondrial de las células tumorales posee un potencial
de transmembrana mitocondrial (A¥m) significativamente mayor a una célula
normal, siendo este aproximadamente 150-180 mV. Lo anterior se genera debido
a una mayor concentracion de protones en el espacio intermembrana de la
mitocondria tumoral, lo que genera una matriz con un mayor potencial
electronegativo. Este ultimo es mucho mayor que el AWm de células normales

[32] cuyo potencial es de unos 130-150 mV [33].

Estudios han confirmado la importancia de la fosforilacibn oxidativa en la
produccion de ATP en las células tumorales. Asi como, la importancia de este
proceso en el metabolismo glicolitico, pues es capaz de entregar directamente

ATP a la hexoquinasa 2 (HK-Il) para ser empleado en los primeros pasos de la

10



glicolisis. Esta enzima esta unida a la membrana externa mitocondrial a través
del canal anionico dependiente de voltaje (VDAC) el cual esta regulado
positivamente en las células tumorales y, ademas, esta isoforma presenta una
actividad significativamente mayor y no es inhibida por la concentracion de
producto (glucosa-6-P). Por lo tanto, la HK-II usa el ATP sintetizado a través de
la fosforilacion oxidativa y convierte la glucosa en glucosa-6-fosfato, uno de los

pasos limitantes de la glicolisis [34].

Sumado a lo anterior, Tan y cols. 2015 demuestra la importancia de la
fosforilacidn oxidativa mediante la inyeccidn de células tumorales (de lineas
celulares) con ADN mitocondrial (mtADN) defectuoso, y por lo tanto con una
cadena transportadora de electrones deficiente, lo cual fue demostrado a través
de un nulo consumo de oxigeno mitocondrial en un modelo murino. Ademas,
lograron demostrar que cuando estas células fueron inoculadas, desarrollaban
un retraso de mas de dos semanas en la formacion y crecimiento del tumor en
comparacion con las células tumorales con mtADN completo. Encontrando que
las células defectuosas lograron formar tumores en forma tardia debido a que
recuperaron el mtADN, el cual fue incorporado desde el hospedero [35].
Posteriormente, y en relacién a lo anterior, se comprobd que esta incorporacion
del mtADN es a través del trafico de mitocondrias completas. Estos antecedentes

permitieron demostrar que las células tumorales necesitan recuperar/presentar
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un funcionamiento correcto de la fosforilacidn oxidativa para una eficiente

formacion tumoral [36].

Por otro lado, la dinamica mitocondrial que incluye los procesos de fusion y fision,
la que determina la morfologia de la red mitocondrial, esta generalmente
desregulada en el cancer, presentando una aumentada fisibn mitocondrial. Esta
caracteristica le permite a las células tumorales evadir la apoptosis lo que
finalmente se traduce en una aumentada proliferacion, favoreciendo la progresion

del cancer [31].

En este mismo contexto, la hipoxia, una caracteristica del microambiente tumoral,
es una condiciéon que afecta la actividad de la fosforilacion oxidativa y se ha
reportado que induce fragmentacién mitocondrial [37]. Sumado a lo anterior, ha
sido observado que bajo inhibicion de la cadena transportadora de electrones, la
enzima censora de la energia celular, la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK), rapidamente promueve la fisibn mitocondrial por fosforilacion del factor
de fisiébn mitocondrial (MFF), el receptor de la proteina tipo Dinamina 1 (Drpl), el
cual estd localizado en la membrana mitocondrial externa [38]. Las
consecuencias fisioldgicas de estos eventos de fisibn no estan del todo claras,
pero se especula que pueden relacionarse a intentos de la célula para aislar y

eliminar mitocondrias disfuncionales a través de mitofagia, disminuyendo con ello
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la posibilidad de iniciar la muerte celular por medio de la via apoptética intrinseca

[39].

En conjunto, estos antecedentes demuestran que la mitocondria es un excelente
blanco para terapias antitumorales, ya que presenta caracteristicas diferentes de
las mitocondrias de las células normales, caracteristicas que podrian ser

aprovechadas para el disefio de nuevos farmacos.

1.5. Compuesto con accion mitocondrial

El 4&cido gentisico (acido 2,5-dihidrobenzoico) es un polifenol que se encuentra
en muchas plantas comestibles como manzanas, kiwis, moras, entre otros
vegetales [40] y es ademas, un metabolito de la aspirina (acido acetilsalicilico)
[41]. Se ha comprobado que este posee diversas actividades biol6gicas tales
como antiinflamatoria, antimutagénica, hepatoprotectora, neuroprotectora y

antimicrobial [42, 43].

Por otro lado, las células tumorales se caracterizan por presentar un A¥Ym
significativamente mayor que las células normales, lo que ha permitido dirigir
selectivamente hacia este organelo pequefias moléculas catidnicas como el
trifenilfosfonio (TPP*) [44]. Este actua como una chaperona quimica para grupos
farmacoforos permitiendo, ademas de la entrada, la acumulacion de los

compuestos en la matriz mitocondrial [45], siendo esta acumulacion unas 500
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veces mayor que la presente en el citosol. Esto segun la ley de Nernst que
predice que el compuesto TPP* se acumula unas 10 veces mas por cada

aumento de 60 mV de diferencia de voltaje en el AWYm [46].

Basandose en las caracteristicas del TPP*, se desarrollaron sales tales como
MitoQ [47] y MitoVit-E [48] derivadas de coenzima Q Yy vitamina E,
respectivamente, unidas al cation TPP*. Los compuestos originados demostraron
una actividad antioxidante mitocondrial mas elevada que sus moléculas
parentales, con resultados favorables que han permitido finalizar estudios de fase
Il para el compuesto MitoQ, el cual ha sido utilizado como agente capaz de

disminuir la progresion de la enfermedad de Parkinson [49].

Otro ejemplo de compuesto antioxidante derivado de plastoquinona con TPP*
presente en su estructura es el SkQ1, el cual es usado actualmente en la clinica

para tratar el Sindrome del ojo seco [50].

De la misma manera, se ha visto que el TPP* unido a una cadena alifatica de 12
atomos carbono es capaz de inhibir la propagacion de células iniciadoras de
tumores de cancer de mama, comprobandose que este compuesto disminuye la
tasa de consumo de oxigeno (OCR) mitocondrial y redirige el metabolismo celular
hacia la glicélisis [51]. Ademas, en otro estudio fueron evaluados compuestos en

los que se conjug6 el TPP* al acido galico por cadenas alifaticas de atomos de
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carbono de distinto largo, encontrandose que la longitud de 10 atomos de

carbono es la que desarrollaba una mayor inhibicion del crecimiento tumoral [52].

Debido a estos antecedentes se conjugo el acido gentisico al trifenilfosfonio a
través de una cadena de 10 atomos de carbono (GA-TPP*Cio) viéndose
potenciada su citotoxicidad, el cual ha demostrado presentar una elevada

selectividad sobre células tumorales [53].

Ademas, recientemente fue demostrado que GA-TPP*Ci1o causa una inhibicion
compleja de la bioenergética mitocondrial en lineas celulares de cancer de
mama. Presentando una fase inicial de captaciéon mitocondrial, una posterior
inhibicion de la respiraciéon dependiente de complejo | y una fase tardia de
acumulacion mitocondrial con la inhibicion del complejo aKGDH, necesario para
la sintesis de aspartato. También, se observd un rescate de la muerte celular
producida por GA-TPP*Cio al adicionar metabolitos permeables de aspartato y a-
cetoglutarato, restituyendo la via metabdlica del aspartato inhibida. Por otro lado,
el compuesto también produjo un remodelado metabdlico hacia la glicdlisis, asi

como la activaciéon de AMPK [54].

Debido a los antecedentes mencionados se decidid evaluar el efecto del
compuesto GA-TPP*Cio sobre lineas celulares de cancer de pulmén como un

posible tratamiento.
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2. Hipotesis

GA-TPP*Cio genera citotoxicidad en células de cancer de pulmon humano debido

a una inhibicion del complejo enzimatico aKGDH.

3. Objetivo general

Evaluar el efecto de la inhibicién del complejo aKGDH inducida por GA-TPP*Cio
sobre la disfuncién y fragmentacion mitocondrial en células de cancer de pulmén

humano.

4. Objetivos especificos

1.- Evaluar el efecto de GA-TPP*Cio sobre la viabilidad celular en lineas de
cancer de pulmén humano.

2.- Evaluar la disfuncion mitocondrial inducida por GA-TPP*Cio en células de
cancer de pulmén.

3.- Determinar la respuesta adaptativa desencadenada por GA-TPP*Cio sobre

células de cancer de pulmon.
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5. Materiales y métodos

5.1. Compuestos en estudio

Los compuestos conjugados a trifenilfosfonio utilizados en el presente estudio
fueron sintetizados en el Departamento de Quimica Organica y Fisicoquimica de
la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, de
acuerdo a lo publicado en Sandoval-Acufia, 2016 [53]. Las soluciones fueron

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

5.2. Cultivos celulares

Las lineas celulares de pulmén humano A549 (cédigo ATCC® CCL-185™)y NCI-
H1975 (codigo ATCC® CRL-5908) fueron obtenidas de ATCC (ATCC, Manassas,
VA, EE.UU.). Estas fueron cultivadas en medio DMEM High glucose (Sigma-
Aldrich,) suplementado con suero bovino fetal al 10% (Biological Industries),
antibidticos penicilina 100 Ul/mL y estreptomicina 100 ug/mL (Thermo Scientific),
6 g/L de HEPES (Calbiochem), y 2 g/L de Bicarbonato de sodio (MERCK). Los
cultivos celulares fueron mantenidos a 37 °C, 5% de CO2 en una atmosfera

humidificada.

5.3. Viabilidad celular

El andlisis de la viabilidad celular fue realizado mediante el ensayo de reduccion
de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-
Aldrich). Para esto se sembraron 1x10* células por pocillo en placas de 96
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pocillos y fueron incubadas por 24 horas a 37 °C y 5% de CO,. Posteriormente
estimuladas con concentraciones crecientes de los compuestos (0,1-100 uM) por
24, 48 y 72 horas respectivamente. Luego las células fueron lavadas con PBS, e
incubadas con 100 pL de MTT por cada pocillo, el que fue preparado en PBS a
una concentracion de 0,5 mg/mL. Luego de incubar por 2 horas, los cristales de
formazan formados fueron disueltos en 50 pL de DMSO, se agit6é en oscuridad a
37 °C por 10 min y se midio la absorbancia a 570 nm mediante un lector de placas
de ELISA (BioRad, Hercules, CA, USA). Con los datos obtenidos se realizaron

curvas de dosis-respuesta para obtener los valores de ICso + SEM.

5.4. Determinacioén de muerte celular

El tipo de muerte celular inducida por GA-TPP*C1o fue medida por el método de
doble tincién de anexina V/yoduro de propidio (AV/PI) siguiendo las instrucciones
del fabricante del Kit Annexin V-FITC Apoptosis Detection (Abcam, Cambridge,
UK). Brevemente, se sembraron 1x10° células por pocillo en placas de 12
pocillos, las cuales fueron incubadas por 24 horas. Posteriormente estas fueron
estimuladas con los compuestos a tratar, incubandose el tiempo sefialado en
cada tratamiento. Posteriormente el medio es colectado, las células tripsinizadas,
centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. Estas son posteriormente resuspendidas en
100 pL de buffer 1X de annexin V binding buffer, el cual contiene AV 1uL/100 pL
y Pl 1uL/1000 pL. Incubandose las células por 15 min en oscuridad a 4 °C,

posteriormente se centrifugaron y resuspendieron en “annexin V binding buffer”.
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El andlisis fue realizado mediante citometria de flujo (LSRFortessa BD
Biosciences). Las longitudes de onda empleadas fueron, 488ex/530em nm para
Anexina V-FITC y 488ex/575em nm para Pl. Los resultados se expresan como
muerte total (porcentaje de células Anexina-V*/PI,, Anexina-V*/PI*y porcentaje

de células anexina-V/PI*) y células vivas (porcentaje de células anexina-V/PI).

5.5. Determinacion de potencial de transmembrana mitocondrial

Se evaluo el efecto del compuesto GA-TPP*Cio (5, 10, 20 y 50 uM) sobre el AWm
a las 24 h de incubacion en la linea celular A549 mediante el uso de la sonda
fluorescente tetrametil rodamina metil éster (TMRM, Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) en modo non-quenching. Para esto se sembraron 1x10° células por
pocillo en placas de 12 pocillos. Posteriormente, las células fueron lavadas con
PBS estéril para eliminar trazas de compuesto y estimuladas con TMRE 5 nM por
30 minutos. Luego, el exceso de sonda fue lavado y las células fueron
resuspendidas en 200 uL de PBS para ser analizados mediante citometria de

flujo FACS (FACSAria®Ill, BD Biosciences) 540ex/595em nm.

5.6. Determinacion de niveles de ROS

Los niveles de ROS (superoéxido) intracelular fueron determinados usando la
sonda dihidroetidio (DHE, Sigma Aldrich). Fueron sembradas 5x10* células por
pocillo en placas de 12 pocillos, al dia siguiente las células fueron estimuladas
con distintas concentraciones de GA-TPP*Cio (5, 10, 20 y 50 uM) siendo
incubadas por 24 h. Se us6 como control DMSO y antimicina 1 uM como control
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de la técnica que fue agregada al mismo tiempo que la sonda. La sonda DHE fue
preparada en PBS a 5 pM. Se incubd las muestras por 30 minutos a 37 °C. La
fluorescencia de la sonda fue medida mediante citometria de flujo FACS

(FACSAria®lll, BD Biosciences) 510ex/580em nm.

5.7. Western blotting

La cuantificacidn de la variacion de los niveles de proteinas con cada tratamiento
fue realizada mediante la técnica de western blot. Brevemente, se sembraron
5x10° células en placas Petri de 60 mm siendo mantenidas por 24 horas a 37°C
y 5% de CO2. Luego, las células fueron estimuladas con los distintos tratamientos
sefalados en cada experimento. En los casos que se us6 compuesto C (CC) y
Mdivi-1, estos fueron afiadidos 1 hora antes de estimular con GA-TPP*Cio.
Finalizados los tratamientos las células fueron lavadas con PBS vy lisadas con
RIPA (ensayo de radioinmunoprecipitacion) (Tris—Cl [50 mM], NaCl [150 mM],
dodecil sulfato de sodio [SDS; 0.1%]) mas el cocktail de inhibidores de proteasas
y fosfatasas (CellSignalling, Danvers, MA, EE.UU.). Posteriormente, el lisado fue
centrifugado a 3000 g a 4°C durante 15 min, el sobrenadante recolectado y se
cuantificd su concentracion de proteinas de acuerdo con la técnica de Bradford.
Luego, una muestra de 50 ug de proteinas fue separada a través de un gel de
electroforesis de SDS-poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE), siendo posteriormente
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Millipore, Billerica, MA). La

membrana fue bloqueada a temperatura ambiente durante 1 hora con leche sin
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grasa al 5% en tampon Tris al 0.1 % de Tween-20 (TBST), y luego incubada con
los anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C (Phospho-AMPKa (Thr172)
(D79.5E), CellSignalling, #4188, 1:1000; AMPKa CellSignalling, #2532, 1:1000 y
B-Actin (D6A8) CellSignalling, #8457, 1:1000). Luego de ser lavadas con TBST,
las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa de rabanito (HRP) (goat anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz
Biotechnology, SC-2004, 1:5000) por dos horas. Finalmente, las membranas
fueron expuestas al reactivo quimioluminiscente Luminata forte western hrp
substrate (Millipore) y reveladas utilizando el equipo C-digit (Li-Cor, Lincoln, NE,
EE.UU.). Los revelados fueron cuantificados a través de escaner densitométrico

utilizando el software ImageJ 1.47v.

5.8. Determinacion de actividad enzimatica de aKGDHc

Para medir la actividad enzimatica se us6 el kit KGDH Activity Assay Colorimetric
Kit (K678, BioVision, Milpitas, CA, EE. UU.). En resumen, se sembraron 1x10°
células en placas de 6 pocillos, al dia siguiente se estimularon con GA-TPP*C1o
y se incub6 por 24 horas. Luego las células fueron tripsinizadas y centrifugadas
a 3000 rpm por 5 min, el pellet fue resuspendido en 100 pL de KGDH assay buffer
y se dej6é por 10 min en hielo. Posteriormente se centrifugaron a 10.000g por 5
min. Del sobrenadante se extrajeron 48 uL los cuales se pasaron a placas de 96
pocillos en el que se adicioné el mix de reaccion (KGDH Assay Buffer, developer

y substrate). Luego se midio la absorbancia durante 60 min a 450 nm en el equipo
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Varioskan Flash® microplate reader (Thermo Scientific, Waltham,MA, USA). Los
valores de Km y Vmax fueron obtenidos mediante un modelamiento de Michalis-

Menten realizado con el software GraphPad Prism Version 5.00.

5.9. Analisis de morfologia mitocondrial

Para evaluar la morfologia mitocondrial, las células A549 fueron transfectadas
con el plasmidio mt-YFP usando el kit Lipofectamine 3000 (ThermoFisher
Scientific). Después de tres dias en cultivo sobre cubreobjetos, las imagenes de
morfologia mitocondrial fueron obtenidas. El dia de la medicion las células fueron
incubadas por 4 horas con cada tratamiento. Para la adquisicién de imagenes por
cada condicién experimental se escogieron 10 o mas células. La seleccion de
células se determind por las siguientes caracteristicas: alta relacion sefal / ruido
para mito-YFP, y aislamiento relativo de YFP vecino de otras células
transfectadas. Para analizar y clasificar la morfologia mitocondrial, se obtuvieron
imagenes de gran aumento con un microscopio de disco giratorio UltraView RS
(Perkin-Elmer) con un objetivo de aceite 100x (NA 1.3, C-Apocromaético),
excitacion con un laser de diodo de 488 nm (Omicron), una camara CCD de 12
bits (Hamamatsu ORCA-ER) y el software Volocity 4.2 (Improvision). Se
obtuvieron imagenes TIFF de 8 bits de 1344 x 1024 pixeles con un tamafo de
pixel de 41,5 x 41,5 nm y 200 nm entre secciones z. Se obtuvieron 120-180
secciones en z, dependiendo del volumen celular. Para la segmentacion, las

imagenes de alta magnificacion se deconvolucionaron con el software Huygens
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Scripting (Scientific Volume Imaging BV) para reducir el desenfoque y el ruido.
Se seleccionaron células individuales usando la seleccién eliptica o con pincel
usando el software ImageJ (NIH, EE. UU). Para el segmento mitocondrial, se
utilizé el kit de herramientas MiNA basado en ImageJ, siguiendo el flujo de trabajo
del desarrollador [55, 56]. Brevemente, las imagenes en 3D se preprocesaron
(algoritmos aplicados: Unsharp Mask, CLAHE, Median Filtered), luego se
transformaron en binario y se esqueletizaron para permitir la generacion y
grabacion de parametros. Estos experimentos fueron realizados en colaboracion
con el laboratorio de Plasticidad Metabdlica y Bioenergética (investigador
principal Félix Urra), del Programa de Farmacologia Molecular y Clinica de la

Universidad de Chile.

5.10. Medicién de larazén de glutatién reducido versus oxidado

La determinacion del efecto de GA-TPP*Cio sobre los niveles intracelulares de
glutation reducido y oxidado (GSH y GSSG, respectivamente) se realizd
mediante el kit Glutathione Fluorometric Assay (BioVision, Milpitas, CA,
E.E.U.U.). En resumen, células A549 (3:10° células/pocillo) fueron sembradas en
placas de 12 pocillos e incubadas por 24 horas a 37°C y 5% de COa..
Posteriormente, las células fueron incubadas con 10 y 20 uM de GA-TPP*Cao por
24 horas, recolectadas mediante tripsinizacion y resuspendidas en 100 pL de
Assay Buffer (contenido en el kit). De la anterior suspension, 60 uL fueron

afiadidos a un tubo con 20 pL de acido percldrico 6 N, y la mezcla fue agitada,
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incubada en hielo durante 5 minutos y centrifugada por 2 minutos (13.000g a 4
°C). Al sobrenadante se le afiadieron 40 pL de hidroxido de sodio 6 N frio y se
mantuvo en hielo por 5 minutos. Tras una nueva centrifugacion (2 minutos a
13.000g a 4 °C), se transfirieron 10 pL de cada muestra a una placa negra de 96
pocillos en triplicado (para la cuantificacion diferencial de GSH, GSSG).
Para la cuantificacion de GSH se adicionaron 80 pL de Assay Buffer a uno de
los pocillos anteriormente mencionados. Para la determinacion de GSSG, se
afiadieron 60 pl de Assay Buffer y 10 uL de Quencher (contenido en el kit). Tras
10 minutos de incubacién, se afiadieron 10 uL de Reducing Agent (contenido
en el kit) y se incubd por 10 minutos adicionales. Para la determinacion de
glutation total, se afiadieron 70 uL de Assay Buffer y 10 pL de Reducing Agent
al tercer pocillo y se incubé por 10 minutos. Finalmente, se agregaron 10 pL de
o-ftalaldehido (contenido en el kit) a cada uno de los pocillos, se incub6 por 40
minutos y la fluorescencia se cuantific6 mediante un lector de placas
Varioskan® Flash (Thermo Scientific) a 340Ex/420Em nm. Los resultados se
expresan como la razén entre las concentraciones de GSH y GSSG, las cuales
fueron calculadas mediante interpolacion en una curva estandar de GSH
obtenida utilizando el mismo kit. Células incubadas con DMSO (a igual
concentracion que la utilizada para la adicion de los compuestos) fueron

utilizadas como control.
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5.11. Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como el promedio + SEM de al menos tres
experimentos independientes. La comparacion entre los distintos grupos
experimentales versus el control se realiz6 mediante analisis ANOVA de una via,
con un post-test de Tukey mediante el software GraphPad Prism 6.0. El valor
p<0,05 fue establecido como el valor minimo de significancia. Los valores del

ensayo de MTT fueron calculados mediante una curva dosis-respuesta no lineal.
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6. Resultados

6.1. Decil-polihidroxibenzoatos conjugados a TPP* disminuyen la
viabilidad en lineas celulares de cancer de pulmon.

Se evalug la viabilidad celular en lineas celulares de cancer de pulmén humano
a través de ensayo de MTT para determinar el efecto de los compuestos decil-
polihidroxibenzoatos conjugados a trifenilfosfonio: TPP*Cio, SA-TPP*C10, PIA-
TPP*Ci0 y GA-TPP*Cio (Figura 1). Para todos los compuestos se usaron
concentraciones crecientes que van de 0,1 a 100 uM. Para lo cual se usaron las
lineas celulares de adenocarcinoma de pulmoén humano NCI-H1975 y A549, las
cuales se diferencian entre si por mutaciones implicadas en la oncogénesis. La
linea celular NCI-H1975 posee mutaciones en los genes EGFR, CDKN2A,
PIK3CA y TP53 [57], mientras que la linea celular A549 tiene mutaciones en los
genes CDKN2A, KRAS y LKBL1 [58], y no presenta mutaciones en los genes
EGFR, PIK3CA, TP53 [59]. Representando estas lineas celulares ejemplos de la
heterogeneidad genética dentro del tipo de cancer de pulmén méas comun, el

adenocarcinoma [4].

Los resultados de ICso obtenidos para cada linea celular con los distintos
compuestos se presentan en la Tabla 1. Donde se observa que los valores de
ICs0 muestran una disminucion de la viabilidad celular en el tiempo y en forma

dependiente de la concentracion. Lo que sugiere que los compuestos son de

26



amplio espectro de accion sobre lineas celulares de cancer de pulmoén que
presentan distintos perfiles de mutaciones que favorecen la progresion del

cancer.

Sin embargo, para continuar con la investigacion se escogio solo la linea celular
A549 ya que presenta mutado el gen KRAS, mutacién de particular interés, ya
gque se ha asociado con un prondstico mas negativo respecto de los
adenocarcinomas con KRAS no mutado [60]. La mutacion en KRAS se encuentra
presente en aproximadamente el 25% de los adenocarcinomas de pulmén [61].
Pese a los esfuerzos realizados basados en distintas estrategias en muchos
laboratorios, no se ha logrado encontrar un tratamiento exitoso para inhibir el

efecto negativo de esta mutacion sobre el cancer de pulmén [62].

KRAS es una proteina intracelular que une al nucleétido guanina (proteina G), la
cual pertenece a una familia de GTPasas pequefias. Su sefalizacion rio abajo
depende de la alternacion entre dos estados: en la cual la forma activa esta unida
a GTP (KRAS-GTP) y la inactiva a GDP (KRAS-GDP) [63]. El complejo KRAS-
GTP puede activar varias vias de sefializacion como EGFR/RAS/MEK/ERK, la
via de PI3K/Akt/mTOR, la via RHOA-FAK y la via de sefializacién de TIAM1-
RACL1 las cuales controlan multiples funciones celulares como la proliferacion,
apoptosis, motilidad o sobrevida. Estas cascadas de sefializacion son gatilladas

por varios receptores de factores de crecimientos como el EGFR [62]. A pesar de
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gue la via KRAS-MAPK estéa rio abajo de la sefalizacion de EGFR, la mutacién
en KRAS en adenocarcinomas de pulmon no responde a inhibidores de
receptores tirosina quinasa, estrategia que suele funcionar en cierto grado en
tumores con EGFR mutado [64]. Lo cual se debe a que KRAS presenta
mutaciones que promueven que se encuentre siempre en su estado activo unido
a GTP [62]. Sumado a lo anterior las mutaciones simultaneas en KRAS y LKB1
o CDKN2A han mostrado un peor prondstico comparado a las mutantes

simultdneas para KRAS y TP53 [65].

Si bien no se aprecian diferencias significativas en la actividad de los 4
compuestos sobre la viabilidad en la linea A549 (Figura 2, Tabla 1), la actividad
de GA-TPP*Cio destaca en la linea NCI-H1975, en donde a las 72 horas de
tratamiento se aprecia que su ICso es de un orden de magnitud menor al resto de
los compuestos analizados (Tabla 1). Lo anterior concuerda con publicaciones
realizadas en el laboratorio que muestran su efecto citotdxico en lineas celulares
de cancer de mama [54], asi como también mostré provocar una inhibicion del
crecimiento tumoral y selectividad en modelos murinos in vivo en resultados
anteriores obtenidos por el laboratorio (datos no publicados). Es por ello que este
compuesto se elige para continuar con los siguientes experimentos en la

determinacién de su mecanismo en células tumorales de pulmén humano.
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Figura 1. Estructura molecular de los compuestos decil-polihidroxibenzoatos-TPP*. A)
bromuro de (10-( (2-hidroxibenzoil) oxi) decil) trifenilfosfonio (SA-TPP*Ci0). B) bromuro de (10-(
(2,5-dihidroxibenzoil) oxi) decil) trifenilfosfonio (GA-TPP*Ci). C) bromuro de (10-( (2,3-
dihidroxibenzoil) oxi) decil) trifenilfosfonio (PIA-TPP*C10). D) bromuro de (10-( (3,4,5-

trinidroxibenzoil) oxi) decil) trifenilfosfonio (TPP*Cio).

Tabla 1. Valores de ICso de los compuestos conjugados a TPP+ sobre lineas de cancer de

pulmoén. Los valores son expresados como ICso+ SEM [uM].

Linea celular | Compuesto 24 h 48 h 72 h

A549 TPP* C1o 83,8+ 0,90 30,3+0,15 6,01 + 0,01
GA-TPP*Cio 64,9 £ 0,15 19,32 £ 0,15 10,27 £ 0,25

SA-TPP*Cuo 8,07 £ 0,10 7,2 +0,45 6,1+ 0,20

PIA-TPP*C1o 26,08 + 0,40 19,7+ 0,30 11,7+ 0,10

NCI-H1975 | TPP* Cuo 49,1+ 0,51 20,3+ 0,52 20+ 10,0
GA-TPP*C1o 50,95 + 0,10 30,2+0,75 2,2 +0,20*

SA-TPP*Cio 21,3+0,20 20,1 + 1,00 14,3 £ 0,60

PIA-TPP*C1o 33,7+ 2,00 30,6 £1,50 22,0+1,30

*p<0,05 diferencia comparada entre decil-polihidroxibenzoatos-TPP* a las 72 h de incubacion en

la misma linea celular.
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evaluo la viabilidad celular para obtener los valores de ICsoa 24, 48 y 72 horas. Los valores son

expresados como promedio + SEM, N = 4. Se us6 DMSO como control.
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6.2. GA-TPP*Cio provoca una disminucion del A¥Ym, un aumento de los
niveles de ROS y disminucién del glutation reducido.

Posterior a la eleccion del compuesto, se evaluaron parametros de funcién
mitocondrial y estrés oxidativo, para ello fueron analizados: AWm, los niveles de
ROS vy la relacion de glutation reducido versus oxidado a las 24 horas de

tratamiento en la linea celular A549.

Para medir el AWYm se uso la sonda TMRM a una concentracion de 5 nM en modo
non-quenching y para evaluar la cantidad de ROS total generadas se usé la
sonda DHE a una concentracion de 5 pM. Obteniéndose que GA-TPP*Ci0 a 5
UM, produce una caida significativa de AWYm con respecto al control, y a partir de
10 uM logra una despolarizacién completa, debido a que se alcanza la respuesta

inducida por el desacoplante FCCP (Figura 3A y 3B).

Por otro lado, la generacién de ROS total a las 24 horas con GA-TPP*C10 mostré
un aumento de aproximadamente 5 veces con respecto al control a todas las
concentraciones de compuesto utilizadas (Figura 3C y 3D), lo que
consecuentemente llevd a una disminucion del glutatién reducido (Figura 3E),

uno de los principales antioxidantes de la célula.
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Figura 3. Caida de AWYm, aumento de ROS y disminucién de larazén GSH/GSSG provocado
por efecto de GA-TPP*Cyo. Se midieron los pardmetros a las 24 horas de estimulacion con GA-
TPP*Ci0. A) Caida de A¥Ym medida usando la sonda TMRM en modo non-quenching. B)
Histograma representativo de la caida del AWYm. C) Cuantificacion de ROS generadas por el
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Relacion GSH/GSSG. Los valores son expresados como promedio + SEM, N = 4. n.s. = no
significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 con respecto al control (DMSO).
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6.3. GA-TPP*Cioinhibe al complejo enzimatico aK GDH.

Se ha sido descrito que el cation lipofilico metil-TPP* es capaz de producir una
inhibicion de la actividad del complejo aKGDH [66] y recientemente el compuesto
GA-TPP*Ci0omostro los mismos resultados en cancer de mama [54]. Es por esto
que se decidi6 medir su actividad en presencia de dos concentraciones del
compuesto en la linea celular de cancer de pulméon humano A549.
Encontrandose que GA-TPP*Cio efectivamente altera los parametros cinéticos
del complejo enzimatico, provocando un aumento de la Km y la disminucion de

la Vméax (Figura 4), lo cual concuerda con un modelo de una inhibicion mixta.

A B
131 — Control 15
10 um =3
— 20 uMm %E 1.0
® O ok .
=
0.0 : : ) 0.0 T T
0 20 40 60 & o )
Tiempo (min) & m
C
Tratamiento GA-TPP*Cio Vmadx Km
0 uM 1,490 +£0,17 27,88 + 2,45
10 uM 1,106 + 0,18 33,07 £ 3,80
20 uM 1,070 + 0,14 36,13 + 4,39

Figura 4. Ensayo de actividad enzimética del complejo aKGDH. Las células fueron incubadas
por 24 h con 10 y 20 uM de GA-TPP*Ci. A) Curva de progreso de la reccién. B) Actividad
enzimética. C) Valores de Vméx y Km. Los valores son expresados como promedio + SEM, N =
4. ***p < 0,001 con respecto al control (DMSO).
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6.4. La adicion de los metabolitos permeables de aspartato y a-
cetoglutarato revierten el efecto citotéxico de GA-TPP*Cio.

En este estudio fue comprobado que GA-TPP*Cio es capaz de inhibir al complejo
aKGDH vy, ademas, en el laboratorio fue determinado que también inhibe al
complejo | de la cadena transportadora de electrones [54]. Por otro lado, entre
estos complejos proteicos existe una relacion directa a través de la razén
NAD*/NADH, siendo el NAD* necesario para la sintesis de aspartato, un
aminoacido esencial para la proliferacion. Debido a esto si el complejo | es

inhibido no habra generacién de NAD*, el cual es cosustrato de aKGDH [24-26].

Es por esto que se evaluo la citotoxicidad de GA-TPP*Cio en las células de
cancer de pulmon, al ser coestimuladas con el metabolito exdgeno piruvato (pyr),
el cual al ser oxidado a acido lactico regenera el pool de NAD* [26].
Adicionalmente debido a que GA-TPP*Ci0 induce una inhibicion en la ruta de
sintesis de aspartato mediado por aKGDHc, se determind si la adicién de metil-
aspartato (m-asp) o dimetil-a-cetoglutarato (dm-aKG) es capaz de prevenir la
muerte celular. Se midié la muerte total inducida por GA-TPP*C1o a través de
citometria de flujo mediante un ensayo de doble tincion de AV/PI luego de 24 y

48 horas de tratamiento.
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Como se ve en la Figura 5, solo hay una reversion parcial de la muerte a 48
horas cuando se usan los metabolitos m-asp y dm-aKG, pero no el pyr. Los
resultados obtenidos comprueban la inhibicion del complejo aKGDH, lo que
demuestra su rol critico en la sobrevida y proliferacion de las células

cancerigenas.
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Figura 5. Los metabolitos m-asp y dm-aKG revierten la muerte inducida por GA-TPP*Cao.
Mediante la doble tincién de AV/PI se evallo la muerte total (porcentaje de poblaciones celulares
AV*PI*, AV*/PI- y AV /PI*) desencadenada por GA-TPP*Ci 20 uM. A) Estimulacién con los
metabolitos (pyr 5 mM, m-asp 2 mM y dm-aKG 5 mM) por 24 horas. B) Estimulacién con los
metabolitos por 48 horas. C) Imagen representativa de las células estimuladas por 48 horas. Los
valores son expresados como promedio + SEM, N = 4. n.s. = no significativo; * p < 0,05; ***p <
0,001 con respecto al control (DMSO).
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6.5. AMPK es activada por efecto de GA-TPP*Cio promoviendo la
sobrevida celular.

Debido a la alteracion mitocondrial generada por GA-TPP*Cao, se evaluo si este
provocaba la activacion de AMPK, un sensor esencial para el monitoreo del
suministro de nutrientes celulares y el estado energético, el cual juega un rol
crucial en la respuesta adaptativa ante caidas en los niveles de energia [67]. La
activacion fue determinada mediante western blot midiéndose AMPK total y
fosforilado (por deteccion de la fosforilacion en el residuo Thrl72 en la subunidad
a), al estimular por 24 h con GA-TPP*Ci0. Obteniéndose que efectivamente
AMPK fue activado a las dos concentraciones de compuesto utilizadas (Figura

6).

Posteriormente, se evalud la viabilidad celular mediante ensayo de AV/PI por
citometria de flujo al coestimular las células con compuesto C (CC), un inhibidor
de AMPK, y GA-TPP*Cio por 24 (Figura 7A) y 48 horas (Figura 7B y 7C). Como
se aprecia en la Figura 7B-C la inhibicibn de AMPK produce un aumento
significativo en la muerte inducida por GA-TPP*Cio a las 48 horas de tratamiento,
lo cual sugiere que AMPK seria parte de la respuesta de sobrevida ante la

estimulacion con GA-TPP*Cio.

37



e
T
S

';2.0-
s
‘:1.5-
o i
!1.0
=
.:0.5-
0.0-
> o ® & $ &
%) KQ»S’ 0.9-0 ) d@o
§ «
© o o
$ £ 1
s & =2 &
- Y Y¥ ¥
2 Lot & &.u &.g
S Y & & &7 &%

AMPK-P "% W " 63kDa

AMPK-T ..--.- 63 kDa
B-actina s wup WP e MRy 43 kDa

Figura 6. Activacion de AMPK por GA-TPP*C1o. Western blot de AMPK fosforilado y total a 24
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valores son expresados como promedio + SEM, N = 4. n.s. = no significativo; *p < 0,05; **p < 0,01
con respecto al control (DMSO).

38



p-
w

1004 100
L ]
= 804 = 80+ drivh
w ]
E 60 = 604
[} @
Q [¥] ik
o 404 g 404
t n.s. n.s
g £
20 204
= n.s. = ns.
0- 04
) N &)
(pt"“d\ ¢ & &S & O &
& Lo ¢ & Lo
o o x oF oF x
(&
Control
10°
10°3
g 3
% 2l %
a 103 I
e 3 0o (]
a 4 a2 &
104 1,85
100— TN T T T T T T - -
10 10° 10° 10? 10° 10’ 10° 10° 10?
FITC-A FITC-A
P2 +
i CC i GA-TPP*C  + CC
10 3 10 E
10°4 10°4
o | & 3 »
T|e L S
g | g 1073 & 10°d
£ |8 7 ¥ darg
o g 4 o E : 208
§ 104 “-ﬁ 10'geis 4.50)
g i
> wo. ST 100'6 TS T
10 10 10 10 107 10 10
FITC-A

AnexinaV
Figura 7. Lainhibicién de AMPK con compuesto C aumentala muerte celular al coestimular
con GA-TPP*Ci. Mediante la doble tincion de AV/PI se determind la muerte celular total
(porcentaje de poblaciones celulares AV*/PI*, AV*/PI- y AV-/PI*) al coestimular con GA-TPP*C1o
20 a pM y compuesto C a 1 uM. A) Estimulacion por 24 horas. B) Estimulacion por 48 horas. C)
Imagen representativa de estimulacion a 48 horas. Los valores son expresados como promedio
+ SEM, N = 4. n.s. = no significativo; * p < 0,05; ***p < 0,001 con respecto al control (DMSO).
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6.6. Efecto de la coestimulacion de GA-TPP*Cio con N-acetil-cisteinay
dimetil-a-cetoglutarato sobre la activacion de AMPK.

Existe evidencia que muestra que altas concentraciones de ROS pueden
provocar la activacion de AMPK [68], es por esto que se midié su activaciéon en
células preincubadas con el antioxidante n-acetil-cisteina (NAC) para evaluar si
el ROS generado por GA-TPP*Cio participa en la activacion de AMPK. Ademas,
también se estimul6 con dm-aKG para evaluar si la reversion parcial de la
inhibicibn del aKGDHc provoca cambios en la activacion de AMPK

desencadenada por GA-TPP*Cio.

Como se observa en la Figura 8A el cotratamiento de GA-TPP*Cio con NAC no
presenta cambios con respecto al tratamiento con GA-TPP*Ciolo que implica que
las ROS no participan en la activaciéon de AMPK. Por otro lado, el tratamiento de
coestimulacion de GA-TPP*Ciojunto con dm-aKG provoca una mayor activacion

de AMPK (Figura 8B).
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Figura 8. Activacion de AMPK por la coestimulacion de GA-TPP*Cyo con NAC o dm-aKG.
Se determind la activacién de AMPK por western blot luego de tratamientos de 24 horas con NAC
y dm-aKG, ambos a 5 mM y GA-TPP*Cio a 20 pM. Se midi6 AMPK fosforilada versus AMPK total
al estimular con GA-TPP*Ci0 en conjunto con A) NAC o con B) dm-aKG. C) Imagen representativa
del western blot de ambos tratamientos. Los valores son expresados como promedio + SEM, N =
4. n.s. = no significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 con respecto al control (DMSO).
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6.7. GA-TPP*Cioinduce la fragmentacion de la red mitocondrial.

Posteriormente se evalud si GA-TPP*Cio es capaz de afectar la morfologia de la
red mitocondrial, ya que podria sufrir cambios por la alteracion del metabolismo
mitocondrial que genera. El andlisis de la morfologia mitocondrial fue realizado
luego de un estimulo con GA-TPP*Ci1o, ademas, se evalud si el coestimulo con
compuesto C y dm-aKG por separado, son capaces de revertir su efecto. Para
esto, las células fueron transfectadas con el plasmidio mt-YFP, el cual codifica
para una proteina fluorescente amarilla con una secuencia de destinacion

mitocondrial.

En la Figura 9A se muestran las imagenes representativas de cada condicion.
Para evaluar la morfologia mitocondrial se analizaron dos parametros, el area
total de las mitocondrias por cada célulay el largo promedio de las ramificaciones
mitocondriales. La mayoria de los tratamientos realizados no provocaron cambios
en el area mitocondrial respecto al control, con excepcién del tratamiento con GA-

TPP*C10 mas dm-aKG (Figura 9B).

Sin embargo, el largo promedio de las ramificaciones si se vio afectado, en donde
GA-TPP*Cio0genero una disminucion considerable de estas, mostrando provocar
la formacion de pequefias mitocondrias con ramificaciones muy cortas que

aparentemente se observan como “granulos” (Figura 9C).
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Por otro lado, la inhibicion de AMPK mostré provocar un mayor largo de las
ramificaciones y revierte en forma parcial el tratamiento con GA-TPP*Caio, lo que
aparentemente se observa como mitocondrias con formas esféricas con un
tamafo un poco mayor que las tratadas con GA-TPP*C1o. Los mismos resultados

fueron obtenidos con el cotratamiento con dm-aKG (Figura 9C).

43



Control

GA-TPP'C,,
+CC

GA-TPPC,
+ dm-aKG

o

B C k.
-
300+ wxe
2.0 ——
n.s. ns. n.s. o A n.s. "
.:. L] n.s e T ) e * *
nm® 5]
o~ 200 o* -.I :‘ v *e 2515 ".'. Aaan v %
5 g_ ﬁ— v _E_ ok E 3 =F... *hk A 'v Q..O *
= y c se e
© % g I, Yy * E 2107 e iy n %
2 1o0] S0 . N 5§ =
T 100 ®ege® mym" v’ . g E un M—
E 5 0.54 LI *hR *
*dk -l = a"
0 . r . . . 0.0 r r ; r r -
R S sy I C N
& & Lo & L S e & £F
& &K x F o oF &
x

Figura 9. GA-TPP*Cip aumentala fragmentacion mitocondrial. Las células fueron tratadas por

4 horas con cada tratamiento, estimulandose con GA-TPP*Cwa 20 uM, compuesto Ca 1 pM y

dm-aKG a5 mM. A) Imagenes representativas de la morfologia mitocondrial con cada tratamiento.

B) Area promedio mitocondrial. C) Largo promedio de ramificaciones mitocondrial. Los valores

son expresados como promedio = SEM. n.s. = no significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

con respecto al control (DMSO).
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6.8. Lainhibicion de la fisibn mitocondrial provoca una mayor muerte en
las células tratadas con GA-TPP*Cio.

La dinamica mitocondrial es un proceso que incluye a la fusién y fision. Es
particularmente importante en el cancer, en donde la forma de la red mitocondrial
se ve generalmente alterada. En este contexto, una forma fragmentada puede

promover la resistencia a la apoptosis y favorecer la proliferaciéon [31].

Los resultados de morfologia mitocondrial mostraron que GA-TPP*Cio induce
una considerable fragmentacion mitocondrial (Figura 9), en la cual podria estar
involucrada AMPK para promover la sobrevida celular. Es por esto que se evalué
la muerte celular al inhibir el proceso de fision mitocondrial usando Mdivi-1, un

inhibidor de Drpl, a una concentracion de 20 uM.

Como se muestra en la Figura 10, la muerte celular aumenta significativamente
cuando se inhibe la fision mitocondrial y se estimula con GA-TPP*Cio a 24 y 48
horas. Esto indica nuevamente que la fision mitocondrial también participa como

respuesta de rescate al efecto inducido por GA-TPP*Cao.
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Figura 10. Inhibicién de la fisiébn mitocondrial aumenta el efecto citotoxico de GA-TPP*Cjo.
Mediante la doble tincion de AV/PI se determiné la muerte celular total (porcentaje de poblaciones
celulares AV*/PI*, AV*/PI- y AV-/PI*), al inhibir el proceso de fisibn mitocondrial usando Mdivi-1y
GA-TPP*Ci0ambos a 20 pM de concentracion. Las células fueron tratadas por 24 A) y 48 horas
B). C) Imagen representativa de las 24 horas de tratamiento. Los valores son expresados como
promedio £ SEM, N = 4. n.s. = no significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 con respecto al
control (DMSO)

46



7. Discusion

El cancer de pulmon presenta una elevada incidencia y mortalidad en todo el
mundo [5], y sin embargo, a pesar de las mejoras en el diagnostico y terapias
realizadas durante los ultimos 30 afos, el prondstico para los pacientes con
cancer de pulmon sigue siendo insatisfactorio [69]. Las respuestas a las terapias
estandar actuales son pobres, excepto para los canceres mas localizados, sin
embargo, este tipo de cancer suele ser detectado en los estadios mas tardios de

la enfermedad [5].

Aun cuando se utilizan terapias contra blancos moleculares especificos como
EGFR o0 ALK, las mutaciones presentes en estos se encuentran en un porcentaje
muy bajo de los adenocarcinomas (aproximadamente 15y 7% respectivamente),
ademas, este tipo de cancer suele presentar resistencia a los tratamientos contra
estos blancos y su utilizacion suele provocar diversos efectos secundarios [69].
Mas destacable es el hecho que hasta la fecha no ha sido posible desarrollar
terapias efectivas contra KRAS [62], cuyas mutaciones presentan la mayor
incidencia en los adenocarcinomas de pulmoén, estando presente en el 25% de
estos [61]. Su importancia radica en que se ha asociado con un peor prondstico

con respecto a los adenocarcinomas que no la presentan [60].
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Es por esto que se hace necesario buscar nuevos blancos terapéuticos, siendo
una buena estrategia basarse en las caracteristicas compartidas por los
diferentes tipos de tumores, mas que en las diferencias especificas de cada uno.
Esto es fundamental en el cancer de pulmon, ya que es muy heterogéneo,

presentando diversos subtipos, cada uno con diferentes mutaciones [70].

En este sentido, la mitocondria tumoral es un buen blanco terapéutico debido a
gue este organelo resulta ser esencial para el desarrollo y progresion del cancer
[71]. Es por esto que se han desarrollado distintos compuestos con accion
mitocondrial para inhibir su metabolismo, y basandose en la caracteristica de su
AWm elevado, fue posible desarrollar distintos compuestos que se dirigen
selectivamente a esta, como los decil-polihidroxibenzoatos-TPP* desarrollados

en el laboratorio [52].

Los decil-polihidroxibenzoatos-TPP* fueron probados en distintos estudios
desarrollados en el laboratorio, mostrando la capacidad de inducir muerte celular
mediada por apoptosis en células de cancer de mama [53]. En adicion, TPP*Cio
fue probado en un modelo murino singénico de cancer de mama mostrando su
efectividad antitumoral [52]. Ademas, recientemente se obtuvo que GA-TPP*C1o
fue capaz de producir una inhibicion de distintos blancos moleculares
mitocondriales, de una forma dependiente del tiempo en células de cancer de

mama [54].
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Por otra parte, los compuestos decil-polihidroxibenzoatos-TPP* utilizados en este
estudio provocaron una disminucion de la viabilidad de lineas celulares de cancer
de pulmén humano (Tabla 1). En particular el compuesto sobre el cual se centro
este estudio, GA-TPP*Ci0 mostré un efecto citotoxico mediado principalmente

por apoptosis sobre la linea celular de cancer de pulmén A549 (Figura 5).

Por otro lado, los compuestos conjugados a TPP*, metil-TPP [66] y GA-TPP*Cuyo,
en cultivo primario de miocitos y en células de cancer de mama respectivamente
[54], han mostrado ser capaces de producir una inhibicion de la actividad del
complejo aKGDH, el cual esta formado por tres subunidades (E1, E2 y E3) que
oxidan y decarboxilan el a-cetoglutarato uniéndolo a la coenzima-A generando
como producto succinil-CoA y NADH [27]. Este complejo enziméatico es esencial
para el funcionamiento de la fosforilacibn oxidativa, ya que modula el
remodelamiento metabdlico en respuesta a los requerimientos energéticos de las

células cancerigenas [28].

De la misma manera GA-TPP*Cio mostré provocar cambios en los parametros
cinéticos del complejo enzimatico aKGDH, con una disminucién de la Vmax y un
aumento de la Km en la linea A549, mostrando un patron de tipo inhibicidon mixta
(Figura 4). Sin embargo, es importante destacar que no se evalud si esta

inhibicidn es por interaccién directa con el atKGDHc. Lo que implica que el efecto
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inhibitorio puede ser consecuencia de la alteracion de los otros parametros
provocado por GA-TPP*Cio, ya que este complejo es sensible a los niveles de

NADH, ROS, ATP, ADP, Piy Ca*2[27].

En particular, la concentracion de Ca*? mitocondrial es dependiente del AWm [72],
ya que de este depende su entrada a la mitocondria a través del uniporte de
calcio mitocondrial [73]. El Ca*? es un regulador importante de la actividad de las
enzimas piruvato deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasa y del aKGDHc
aumentando la afinidad por su sustrato [27]. Entonces, la disminucién de Ca*?
mitocondrial, puede afectar directamente la actividad del complejo aKGDH,

disminuyéndola.

Por otra parte, el complejo enzimatico aKGDH también es sensible a los niveles
de ROS, pudiendo inhibir su actividad a altas concentraciones [74]. En
consecuencia, el aumento de los niveles de ROS provocado por GA-TPP*Cio
(Figura 3C-D) podrian ser responsables al menos en parte de la inhibicion de
aKGDHc, y ademas la subunidad E3 de este complejo enzimatico también puede

generar H202 por acumulacion de NADH [75].

Distintos grupos de investigacion han demostrado una interaccion directa entre
el complejo | y el atKGDHc, a través de la razon NAD*/NADH, donde el NAD* es

un cofactor del aKGDHc y otras enzimas del ciclo TCA las que lo reducen a
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NADH. Siendo este ultimo sustrato para el complejo I, generando NAD* como
producto [76, 77]. Este complejo perteneciente a la ETC, participa en la
generacion de la fuerza motriz de protones para la respiracion acoplada a la
sintesis de ATP [78]. Estas reacciones acopladas permiten sintetizar metabolitos
del ciclo TCA que son precursores para la generacion de aspartato, un metabolito
esencial para la proliferacién celular ya que permite la sintesis de proteinas y
acidos nucleicos [24, 25]. Es por esto que, la posible inhibicién del complejo I,
gue fue comprobada en otros modelos [54], llevaria a una disminucion del NAD*,

el cosustrato de aKGDHc, causando una disminucion de los niveles de aspartato.

En consecuencia, la adicion de piruvato a las células cancerigenas tratadas con
inhibidores de la ETC rescata los niveles de aspartato y proliferacion por
generacion de NAD™* a través de la oxidacion a acido lactico, mediante la enzima
citosdlica lactato deshidrogenasa [26]. Sin embargo, los resultados obtenidos en
la linea celular A549 demostraron que solo la suplementacion con los sustratos
permeables a la célula dm-aKG, un sustrato de aKGDH, y m-asp, pero no pyr,
parcialmente rescatan de la muerte celular inducida por GA-TPP*C10 a las 48
horas de tratamiento (Figura 5B), lo que permitié comprobar que la induccién de
muerte es preferentemente debido a la disminucién en los niveles de aspartato,

y no a una disminucion del NADH causado por la inhibicién del aKGDHc.
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Posteriormente, para evaluar un posible mecanismo de respuesta adaptativa
antes las alteraciones en el metabolismo mitocondrial causadas por GA-TPP*Cao,
se evaluo la activacion de AMPK, encontrandose que fue activada a 24 horas de

estimulacién (Figura 6).

La activacion de AMPK puede ocurrir por diferentes vias, siendo una de estas por
concentraciones muy elevadas de ROS, las cuales provocan la oxidacion de dos
residuos de cisteina de la subunidad AMPKa provocando un cambio
conformacional, que promueve su fosforilacion en el residuo Thr172 de una forma
independiente de la concentraciéon de AMP [68]. Sin embargo, cuando se uso el
antioxidante NAC, se obtuvo que no disminuyd su fosforilacion respecto del
tratamiento con GA-TPP*Cio (Figura 8A), descartandose la participacion de las

ROS en la activacion de AMPK en este contexto.

Por otro lado, la via candnica de activacion de AMPK es por aumento del AMP el
cual se une a la subunidad regulatoria (gamma) de AMPK, promoviendo su
fosforilacién por LKB1 en el residuo Thrl72 [79, 80]. Sin embargo, se debe tener
en consideraciéon que la linea celular A549 tiene mutado a LKBL1 lo cual provoca
la pérdida de su funcion [59, 81], por tanto, no seria sensible a un posible

aumento de los niveles de AMP.
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Otra via de activacion clasica de AMPK es por aumento del Ca*?en el citoplasma
[81], lo cual en este caso puede ser consecuencia de la caida en el AWm, en
donde el aumento de Ca*? en el citoplasma provoca la activaciéon de proteinas
quinasas quinasas activadas por Ca*?/calmodulina (CaMKK), especialmente la

CaMKKp la cual también fosforila a AMPK en el residuo Thr172 [81].

Ademas, el tratamiento con GA-TPP*Cio mas el metabolito dm-aKG mostro
provocar un aumento en AMPK fosforilado en el residuo Thrl72 respecto al
control (Figura 8B). Este fendmeno se ha observado con anterioridad, en donde
aKG fue suplementado en la dieta a C. elegans con dieta restringida, lo que
finalmente provocé un aumento en su longevidad. En este estudio observaron
gue aKG provoco la inhibicién de la ATP sintasa lo que conllevé finalmente a la

activacion de AMPK por disminucion de la sintesis de ATP [82].

Luego fue evaluada una de las vias de respuesta adaptativa que puede ser
activada por AMPK, la fisibn mitocondrial. Ya que antecedentes muestran que
AMPK puede mediar rapidamente la fision mitocondrial en respuesta a estrés
energético. Proceso que se desencadena por la fosforilacion de MFF por parte
de AMPK, el cual se encuentra en la membrana mitocondrial externa, actuando
como un receptor de Drpl, una GTPasa cuyo rol es esencial en la fisién

mitocondrial [38].
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Los resultados de analisis de morfologia mitocondrial mostraron que GA-TPP*Cio
produjo una considerable fragmentacion mitocondrial, particularmente
reduciendo el largo de las ramificaciones, sin cambios en el area total de las
mitocondrias de cada célula (Figura 9). Esto puede deberse a que las células
fueran incubadas solo por 4 horas con los tratamientos, por lo que tal vez este
periodo de tiempo no fue suficiente para observar una disminucion en el area
total de mitocondrias por eliminacion de estas por mitofagia. Ya que la fision
mitocondrial es un proceso importante para que posteriormente ocurra la
mitofagia [83], la que puede verse gatillada ademas por la pérdida del AWYm [84],
y que previene la salida del citocromo ¢ desde la mitocondria permitiendo evadir

la apoptosis [85].

Por otra parte, el tratamiento de GA-TPP*Cio al inhibir AMPK mostro un rescate
parcial de la fragmentacion provocada por el compuesto (Figura 9A y 9C).
Ademas, al inhibir AMPK solo con compuesto C se produjo un aumento de la
longitud de las ramificaciones respecto del control (Figura 9C), comprobando la

participacion de AMPK en la fragmentacion mitocondrial.

En adicion a lo anterior, la coestimulacion de GA-TPP*Cio con dm-aKG también
mostré una reversion parcial del efecto de GA-TPP*Ci0 en la fragmentacién
mitocondrial (Figura 9C), demostrando nuevamente que este metabolito cuando

es adicionado en forma exdgena logra revertir parcialmente el efecto del
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compuesto sobre la inhibicion del aKGDHc. Sin embargo, también es posible que
el dm-aKG ademas haya provocado la inhibicion de AMPK y por este motivo
provocd una reversion parcial del efecto en la fragmentacion que posee GA-

TPP*Cio.

Sumado a los efectos de la activacion de AMPK sobre la fragmentacion
mitocondrial, su inhibicion causé una mayor muerte celular en presencia de GA-
TPP*Ci0 a las 48 horas de tratamiento (Figura 10). Lo que sugiere que la
activacion de AMPK puede corresponder a un tipo de respuesta adaptativa que
promueve la fragmentacion mitocondrial como un mecanismo de sobrevida, ya
gue la fisibn mitocondrial permite separar y eliminar por mitofagia selectivamente
las porciones de mitocondrias disfuncionales que generen excesivas cantidades
de ROS [39], asi como también las mitocondrias despolarizadas que puedan

activar el proceso apoptético [85].

Si bien los resultados muestran que a las 4 horas de tratamiento ya hay
fragmentacién mitocondrial en la cual participa AMPK (Figura 9), su activacion
fue evaluada y corroborada a las 24 horas de tratamiento (Figura 6). Sin
embargo, no es hasta las 48 horas que se hace evidente su efecto prosobrevida,
ya que cuando se inhibe aumenta la muerte celular (Figura 7). Por otro lado,
cuando se inhibe la fision mitocondrial, fendbmeno que permite que ocurra

posteriormente la mitofagia [83], se provoca una mayor muerte celular a 24 y 48
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horas de tratamiento (Figura 10). Esto implica que la fragmentacion mitocondrial
puede ser gatillada por diferentes vias de sefalizacion, las que pueden estar

ocurriendo en forma mas temprana.

En adicidn a lo anterior, se debe tener en consideracion que GA-TPP*C1o puede
haber provocado la activado de otras vias que llevan a la fision mitocondrial.
Como por ejemplo, por aumento de Ca*? citoplasmatico, el cual provoca la
activacion de calcineurina, una fosfatasa que puede desfosforilar a Drpl
promoviendo su traslocacion a la mitocondria y posterior fragmentacion [86].
También se debe considerar que otras vias de sefalizacion pueden estar
participando, permitiendo rescatar de la muerte celular a los tiempos mas

tempranos.

Estos resultados en conjunto sugieren que la fision mitocondrial forma parte de

la respuesta adaptativa frente al efecto citotoxico de GA-TPP*Cio, respuesta en

la cual participa AMPK.
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8. Conclusiones

El compuesto GA-TPP*Cio inhibe al complejo aKGDH, ademas de alterar una
serie de parametros bioenergéticos provocando un efecto citotoxico en las
células cancerigenas de pulmén humano. Ante este dafio celular se
desencadena la activacion de AMPK, la cual media una respuesta adaptativa

prosobrevida con un aumento de la fisibn mitocondrial (Figura 11).

Los resultados obtenidos comprueban que GA-TPP*Cio tiene un efecto citotéxico
sobre lineas celulares de cancer de pulmon. Lo que amerita que este compuesto
prosiga en estudio para desentrafiar su mecanismo molecular exacto. Ademas
de comprobar su efecto en estudios in vivo, para asi continuar con su evaluacion

como un posible tratamiento para el cancer de pulmon.
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Figura 11. Resumen de mecanismo de accién de GA-TPP*Cio. El compuesto GA-TPP*C1o
provoca la inhibicién del complejo aKGDH, y cuando se adiciona el metabolito exégeno dm-aKG
su inhibicién es revertida en forma parcial. Por otro lado, el compuesto provoca la alteracién de
una serie de parametros, como la caida del AWm, el aumento de los niveles de ROS y la
disminucién de la razén GSH/GSSG. En adicion, la disminucién en la generacién de NADH por
parte de aKGDHc debido a su inhibicion podrian provocar una caida de la tasa de respiracion
mitocondrial (OCR) y de la sintesis de ATP mitocondrial (ATP mit), sin embargo, esto no fue
evaluado. La suma de los efectos de la alteracion de estos parametros puede provocar la
activacion de AMPK, la cual media un aumento en la fisibn mitocondrial como respuesta

adaptativa generando un aumento en la sobrevida celular.
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