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Resumen

La plasticidad metabdlica de las células cancerosas es el principal factor limitante
de la eficacia de farmacos quimioterapicos, siendo uno de los mayores obstaculos en el
tratamiento clinico. Las mitocondrias participan promoviendo la proliferacion y metéastasis,

caracteristicas que las hacen un atractivo blanco terapéutico.

Previamente demostramos que el &cido gentisico unido al cation trifenilfosfonio (GA-
TPP*Ci0) produce disfuncion mitocondrial, por inhibicion de la fosforilacion oxidativa
(OXPHOS) vy actividad del complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa (aKGDH),
desencadenando la muerte de células tumorales. A pesar de lo anterior, el efecto de GA-
TPP*C1o sobre el metabolismo en células cancerosas con el factor de transcripcion inducible

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

En este trabajo describimos que el compuesto GA-TPP*C,o desencadena esa
inhibicion mitocondrial en un modelo in vitro de adenocarcinoma de pulmén en condiciones
miméticas a hipoxia, producida por estabilizacion de los niveles proteicos de HIF1-a con
CoCl,. Esta inhibicién esta caracterizada por la disminucién del potencial de membrana

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

Este compuesto induce cambios adaptativos del metabolismo celular, produciendo
un remodelamiento metabdlico desde la OXPHOS hacia la glicélisis dependiente de AMPK.
Ademas, GA-TPP*C,o promueve un aumento significativo de proteinas de las membranas
mitocondriales, acompafiado de una reduccion de los niveles proteicos de la subunidad E1-
oxoglutarato deshidrogenasa (OGDH) del aKGDHc dependiente de AMPK, y de su
actividad enzimética en normoxia y mimético a hipoxia. GA-TPP*Cy, disminuye los niveles
del antigeno nuclear celular en proliferaciéon (PCNA) dependiente de AMPK, lo que produce

la detencién del ciclo celular en fase G1. Ademas, disminuye de la formacién de colonias,



migracién celular y revierte la resistencia a doxorrubicina producida por la estabilizacion de

HIF1-a.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la inhibicion mitocondrial inducida por
GA-TPP*Cy tiene efectos antitumorales en condiciones de normoxia como en una
condicién mimético a hipoxia, lo cual puede tener relevancia terapéutica en el cancer de

pulmaén.

Xi



1. Introduccién
1.1. Aspectos generales y epidemiolégicos del cancer de pulmén

El cancer consiste en un gran y complejo grupo de patologias que constituyen una
de las principales causas de muerte a nivel mundial [1]. La Agencia Internacional de
Investigacién sobre el Cancer estimé que hasta el afio 2020, 19.3 millones de personas
fueron diagnosticadas con cancer y casi 10 millones de personas murieron a causa de este.
A su vez, se prevé que para el afio 2030 la incidencia del cancer continle aumentando
hasta alcanzar las 24.6 millones de personas [1]. A nivel nacional, el cancer se encuentra
en el primer lugar dentro de las causas de muerte, con un 26% de las defunciones en Chile,

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

Las patologias cancerosas se caracterizan por la proliferacion descontrolada de
células mutadas que ya no responden a las sefiales paracrinas/autocrinas de su tejido de
origen, que regulan la diferenciacion, proliferacién y muerte celular; lo que conlleva a la
formacion de tumores [3]. Con la progresion del crecimiento tumoral, éste irrumpe en la
funcién de los tejidos en los cuales se desarrolla, impactando en las funciones fisiolégicas
de los mismos y generando una serie de sintomatologias que son claves para su deteccion
[3]. Ademas, con la progresidn tumoral, las células cancerosas pueden activar procesos de
migracion y crecimiento independiente de anclaje, que propician la formacién de tumores

secundarios y metastasis [3].

Una de las grandes dificultades que posee la ciencia para tratar estas enfermedades
es que existe una heterogeneidad intra e inter tumoral creada por células cancerosas con
diferente expresion génica, las que acumulan numerosas mutaciones que provocan

insensibilidad a las sefializaciones de control desde el microambiente circundante del tumor



[3]. Dado lo anterior, se ha vuelto imprescindible la busqueda de nuevos blancos
terapéuticos que posea una gran selectividad por las células tumorales, como también que

estén presentes en un amplio especto de estas patologias cancerosas.

Actualmente, el cancer de pulmén (CP) es la principal causa de muerte por cancer
(18%) y es el segundo tipo de cancer mas comun a nivel mundial (con un 11.4% si
consideramos ambos sexos), siendo solamente superado por el cancer de mama (11.7%)
[1]. Su diagnéstico se asocia a una pobre sobrevida, en donde mas de la mitad de los
pacientes diagnosticados con CP mueren dentro del afio posterior al diagnéstico y la

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

En cuanto a los tratamientos actualmente disponibles para el CP, el principal
corresponde a la cirugia, en el cual se extirpa completamente el tumor pulmonar y los
ganglios linfaticos cercanos al térax. Posteriormente se administra una terapia coadyuvante,
en la cual se busca eliminar cualquier célula cancerosa de pulmén remanente, con el
objetivo de reducir el riesgo de recidiva [5] Los tipos de terapia coadyuvante utilizados
incluyen la radioterapia y terapias sistémicas, como quimioterapia, terapia dirigida contra
blancos moleculares especificos e inmunoterapia [6]. Las actuales terapias contra el cancer
se dirigen generalmente a la proliferaciéon clonal descontrolada de las células cancerosas,
lo cual ha demostrado ser una estrategia limitada para los tumores sélidos en los que la

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

Es debido a la poca efectividad de estas terapias para erradicar el CP, asi también
la gran cantidad de efectos secundarios que limitan la calidad de vida de los pacientes es
que surge de manera relevante la busqueda de nuevos tratamientos quimioterapicos

selectivos que contribuyan al tratamiento de estas patologias.



1.2. Plasticidad metabodlica en el cancer

El metabolismo alterado de las células cancerosas fue estudiado en detalle, en
primer lugar, por Warburg en 1920 [8, 9]. Este sefial6 que las células tumorales se
caracterizan por poseer un metabolismo glicolitico exacerbado en condiciones aerdbicas
[10], que le permiten sustentar su caracteristico potencial replicativo ilimitado [3]. Para dar
explicacion a este fendmeno, Warburg indicé que las células cancerosas poseen dafio a
nivel mitocondrial [8], uno de los sellos distintivos de la oncogénesis. A su vez, la alta
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species)

mitocondrial también validé esta hip6tesis [11].

Contrario a estas observaciones, en la actualidad se conoce que las mitocondrias
tumorales no son completamente disfuncionales. En efecto, ellas son cruciales para la
produccién de niveles similares o superiores de intermediarios del ciclo del acido
tricarboxilico (TCA), empleados como fuentes de carbono y nitrégeno para la sintesis de
macromoléculas, con las cuales satisfacen las elevadas demandas metabdlicas de las
células cancerosas durante la proliferacion y metastasis [12]. Ademas, se ha descrito que
cuando aumenta la glicélisis aerdbica en las células cancerosas, la fosforilacién oxidativa
(OXPHOS, del inglés oxidative phosphorylation) contindia activa y funcional [13, 14]. Junto
con lo anterior, sus mitocondrias pueden utilizar otras vias metabdlicas para la obtencion
de intermediarios metabdlicos que mantengan activa la cadena transportadora de
electrones (CTE) y la produccion de ATP, tales como la oxidacion de acidos grasos (FAO)

y la glutamindlisis [15, 16].

Bajo estrés metabdlico, la demanda energética es mantenida a través de cambios
dindmicos en el metabolismo celular [17]. Este proceso, conocido como plasticidad

metabdlica, permite a las células cancerosas remodelar las vias productoras de energia,



como por ejemplo: cambios metabdlicos entre glicdlisis versus la OXPHOS; cambiar de
sustratos mitocondriales oxidables (piruvato, glutamina versus acidos grados) y la sintesis
de intermediarios metabdlicos del ciclo TCA (como la induccion de la via reductiva versus
la descarboxilacion oxidativa), el cual depende de cambios en la disponibilidad de sustratos,

tales como el oxigeno (O), glucosa y amino&cidos [18, 19].

Dada la alta plasticidad metabdlica, ante entornos hostiles la funcién mitocondrial
puede incrementarse, estableciendo una respuesta adaptativa para asi promover el
crecimiento y supervivencia tumoral [20, 21]. En estas circunstancias de estrés metabdlico,
la quinasa sensora de energia llamada proteina quinasa activada por AMP, AMPK,
promueve la actividad de la piruvato deshidrogenasa (PDH), la cual cataliza piruvato a
acetil-CoA, manteniendo el influjo de sustratos para el funcionamiento del ciclo TCA [22-
25]. Esto se correlaciona con un alto consumo de glutamina para la sintesis de ATP

mitocondrial [26, 27].

La mitocondria es esencial para la motilidad y metastasis en células cancerosas de
mama, en las cuales se ha observado la activacion del coactivador del receptor gamma 1-
a activado por el proliferador de peroxisomas (PPARGC1A, también conocido como PGC-
1 a) para aumentar la biogénesis mitocondrial y la OXPHOS [28]. En relacion a este punto,
también se ha sefialado que el correcto ensamblaje de los componentes de la OXPHOS
son necesarios para la formacion de tumores y metastasis [29, 30]. Por otra parte, Viale et
al. 2014 demostraron que en modelos de cancer pancreético murinos que dependen de la
oxidacion mitocondrial del piruvato derivado de la glicolisis, son resistentes a la apoptosis
mediada por la ablacion del oncogén KRAS [31]. Consecuentemente, la inhibicion de la

funcion mitocondrial reduce la capacidad invasiva de estas células cancerosas [26, 32, 33].



Ademas de su rol energético, la OXPHOS permite la generacién de precursores
metabdlicos esenciales para la proliferacion celular, a través del ciclo TCA. Por ejemplo,
permite la sintesis de novo de aminoacidos como el aspartato, fuente de carbono para la

sintesis de purinas y pirimidinas [34-36].

En condiciones hipéxicas, las células cancerosas mantienen la proliferacién celular
a través del metabolismo de la glutamina a través de la via reductiva del ciclo TCA [37]. La
utilizacion mitocondrial de la glutamina comienza con la conversién de esta en a-
cetoglutarato (aKG) por la glutaminasa y la glutamato deshidrogenasa. Posteriormente, el
aKG puede ser oxidado por el complejo de la a-cetoglutarato deshidrogenasa (aKGDHc) a
succinil-CoA y luego a succinato, a través de la reaccidon oxidativa del ciclo TCA o
carboxilada reductivamente por la isocitrato deshidrogenasa a isocitrato y luego citrato. Este
ciclo reductivo ha mostrado ser favorable en células con HIF1-a estabilizado [38, 39] o en
células que poseen comprometida su capacidad en el transporte de electrones [40]. A su
vez, el citrato derivado de la glutamina puede ser transportado por el citoplasma para
generar acetil-CoA mediante procesos anabdlicos como la sintesis de acidos grasos [38,
41]. Actualmente, se ha observado que el aKG cumple un rol clave en los cambios
metabdlicos que promueven metastasis, la proliferacion celular y la supervivencia bajo

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

Dada la plasticidad metabdlica de las células cancerosas, el metabolismo
mitocondrial dependiente de la actividad de OGDH podria representar una potencial blanco

para nuevas estrategias antitumorales.



1.3. Hipoxia y microambiente tumoral

En el microambiente tumoral, existen fluctuaciones locales de la disponibilidad de
sustratos oxidables (piruvato, glutamina, glucosa) y O, que determinan los cambios
dindmicos del metabolismo de las células tumorales. El crecimiento y répida proliferacion
de las células cancerosas esta asociado a un desarrollo desordenado y aberrante de la
vasculatura, generando areas tumorales con diferentes concentraciones de O, [45]. De
éstas se pueden distinguir tres regiones tisulares (1) la region norméxica, de tejido viable y
proliferativo localizado cerca de los vasos sanguineos funcionales, (2) la region necrética,
la cual surge a distancias de 150 ym de los vasos sanguineos, donde las células se vuelven
anoxicas y mueren y (3) la region hipoxica, que son areas del tejido tumoral en donde los
niveles de O cercanos al 1% [46]. A su vez, en los tumores humanos se distinguen dos
tipos de hipoxia [47, 48]. La hipoxia isquémica, la cual es generalmente transitoria y esta
dada por un suministro deficiente de O, como consecuencia de un flujo sanguineo
inadecuado. La hipoxia crénica, por el contrario, estd limitada por la difusiéon, como
resultado de un desequilibrio en el suministro y la demanda de O; debido a un aumento en
la distancia de difusién, que surge a una distancia aproximada de 100 ym desde un vaso
sanguineo funcional [49]. Ambas condiciones se correlacionan a un mal pronéstico de la

patologia, asi como con un mal resultado de las terapias contra el cancer [50, 51].

En las células normales, la hipoxia generalmente conduce a la muerte celular. Sin
embargo, la hipoxia puede inducir un estrés significativo que desencadena cambios en la
expresion de genes que permiten que las células tumorales se adapten a este
microambiente tumoral, permaneciendo viables [20]. En consecuencia, la hipoxia ejerce una
presion selectiva sobre subpoblaciones de células de una forma dependiente de la
activacion del factor de transcripcion inducible por hipoxia, HIF1-a [48]. Este factor de

transcripcion es ubicuamente expresado. Sin embargo, posee una estricta regulacion de su



actividad mediante modificaciones postraduccionales. En especifico, la estabilizacién de
HIF1-a es regulada por la hidroxilacion del dominio de degradacion dependiente de O en
los residuos de prolina 402 y 564 por proteinas de dominio prolil-hidroxilasas (PHDs). Estas
modificaciones favorecen la interaccion con la proteina supresora de tumores von Hippel-
Lindau (VHL) y su subsecuente degradacion proteosomal [52, 53]. La subunidad inhibidora
de HIF1, HIF1LAN o FIH1, también puede reprimir la actividad transcripcional de HIF1-a en
normoxia mediante la hidroxilacién del residuo Asp803 de la proteina [54]. Para las
modificaciones postraduccionales de HIF1l-a, estas enzimas requieren O, para sus
reacciones cataliticas. Por lo tanto, la hipoxia inhibe estas modificaciones postraduccionales

de HIF1-qa, estabilizando la proteina y también manteniendo su actividad transcripcional.

La estabilizacion de HIF1-a aumenta la expresion de genes involucrados en la
angiogénesis, la transicion epitelio-mesénquima (EMT, del inglés epithelial mesenchymal
transition), invasion, metastasis, reprogramacién metabdlica y resistencia a las terapias
contra el cancer [20, 55, 56]. Las células tumorales hipdxicas utilizan vias metabdlicas
menos dependientes del O, para satisfacer su demanda energética y asi sustentar la
progresion tumoral [57]. Estas células usan fuentes alternativas de energia, como la
glutamina, para generar citrato en un ciclo TCA truncado mediante la carboxilacién
reductiva y mantener de esta manera la proliferacion [58]. Ademas, producen gran cantidad
de lactato debido al aumento de la glicélisis, generando un microambiente tumoral acido

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

Debido a lo anterior, comprender el metabolismo dependiente de HIF1l-a en
poblaciones de células cancerosas bajo hipoxia parece ser una aproximacion prometedora

para nuevos tratamientos del cancer.



1.4. Rol del aKGDHc en la progresion del cancer

El ciclo TCA esta compuesto de una serie de reacciones bioquimicas que ocurren
en la matriz mitocondrial, que permiten a los organismos aerdbicos oxidar las fuentes de
combustible y proporcionar energia y macromoléculas y establecer el equilibrio redox [64].
A pesar del dogma de que las células cancerosas eluden el ciclo TCA y utilizan
principalmente la glicllisis aerdbica, la evidencia actual demuestra que ciertas células
cancerosas dependen en gran medida del ciclo TCA [64, 65]. Este permite que las células
se adapten y modifiguen sus flujos metabdlicos segun la disponibilidad de sustratos
energéticos. A su vez, los metabolitos producidos mediante el ciclo TCA afectan
drasticamente la expresion epigenética de las células tumorales [66]. En este sentido, la
evidencia emergente sobre el rol del ciclo TCA durante la tumorigénesis, valida las enzimas
que lo componen como potenciales blancos farmacolégicos, que aln permanecen

pobremente explorados [67].

El aKGDHc forma parte del ciclo TCA. Esta compuesto de tres subunidades que
oxidan, descarboxilan el a-cetoglutarato y unen coenzima A (CoA) al a-cetoglutarato para
formar succinil-CoA y NADH, designadas como E1 (oxoglutarato deshidrogenasa, gen
OGDH), E2 (dihidrolipoamida S-succiniltransferasa, gen DLST) y E3 (dihidrolipoamida
deshidrogenasa, gen DLD), respectivamente [68, 69]. Su actividad enzimética depende de
la disponibilidad de ATP, fosfato inorganico (Pi) y NAD* producidos por la glicélisis y el
complejo | de la cadena transportadora de electrones (CTE), que controlan el estado redox
mitocondrial, el flujo de metabolitos y diversas vias de sefializacion [68]. Con respecto a la
OGDH, en humanos hay tres variantes de su gen mediante splicing alternativo, V1 (114
kDa), V2 (48 kDa) y V3 (114 kDa), aunque las diferencias funcionales de estas enzimas

permanecen sin ser reportadas [58].



Por otra parte, nuevos estudios han descrito el rol del aKGDHc para mantener la
funcion dual del ciclo TCA para el crecimiento celular, generando equivalentes reductores
para OXPHOS por la CTE y al mismo tiempo produce precursores metabélicos como el
aspartato [70, 71], los cuales apoyan la proliferacion celular [68]. Esto también se ha
evaluado en modelos in vitro de células con una respiracién mitocondrial defectuosa, en
donde se requiere una minima actividad de aKGDHc para la sobrevivencia celular [70, 71].
Lo mismo ocurre en condiciones hipdxicas, en las cuales prima la via reductiva del ciclo
TCA, donde el complejo enzimatico central es la OGDH, que brinda el NADH necesario
para establecer el flujo de esta via, a través de la nicotinamida nucledtido transhidrogenasa
(NNT)(ver llustracién 1) [34]. Por lo tanto, la identificacion de compuestos dirigidos a este

complejo enzimatico ha surgido como un promisorio blanco terapéutico.
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llustracion 1. Rol de aKGDHc en la via oxidativa y reductiva del ciclo TCA. Adaptado de Mullen et al.
Nature, 2011. 481(7381): p. 385-8.




1.5. Inhibidores del aKGDHc con promisorios efectos antitumorales

aKGDHc es uno de los complejos enzimaticos mitocondriales mas sensibles a los
cambios del microambiente tumoral y participa en la respuesta metabdlica adaptativa del
cancer [72]. En la actualidad, se ha estudiado el papel de aKGDHc en las células
cancerosas utilizando inhibidores de su actividad, tal como succinil fosfonato, un analogo
de fosfonato de 2-oxoglutarato que inhibe el aKGDHc y en consecuencia, aumenta la
muerte de células cancerosas [73]. A su vez, el inhibidor &cido succinico(S)-2-[amino(2,6-
diclorobenzoilo], conocido como AA6, ha sido empleado en modelo de ratén ortotépico de
cancer de mama, la cual reduce notablemente la formacion de metéstasis y contrarresta de

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

Por otro lado, se ha estudiado el compuesto CPI-613, el cual es un analogo del &cido
lipoico que inhibe dual o simultdneamente la actividad de las enzimas PDH y OGDH, dos
cetodcidos deshidrogenasas del ciclo TCA que tienen el 4cido lipoico como cofactor [74,
75]. Si bien este compuesto inhibe el flujo de carbono a través el ciclo TCA de manera
selectiva en células tumorales, se ha descrito que tiene una baja potencia, siendo utilizado
en concentraciones cercanas a las 250-500 uM [76]. A su vez, al ser un inhibidor dual, no
inhibe de forma especifica a la OGDH. Sin embargo, CPI-613 se ha vuelto un prometedor
compuesto antitumoral, formando parte de una serie de ensayos clinicos terminados y en
curso bajo el nombre de Devimistat. Este farmaco ha sido administrado tanto como agente
anico como en combinacién con tratamientos quimioterapicos estandar para neoplasias
malignas hematoldgicas y tumores sélidos, y ha ofrecido resultados clinicos prometedores

(NCT00741403, NCT01832857) [77].

A partir de la necesidad de desarrollar nuevos quimiotergpicos selectivos hacia

células tumorales, es que se comenzaron a estudiar moléculas con la capacidad de
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acumularse en las mitocondrias de células de carcinoma de manera selectiva [78]. Esto se
fundamenta en que estas mitocondrias poseen un alto potencial de transmembrana (A¥m),
de -180 mV, estando cargado negativamente en la cara interna, y siendo mas grande que
la de cualquier otro organelo o célula no tumoral de cualquier tejido, que poseen un A¥Ym
de -30 a -60 mV [79]. Esto permite que compuestos catiénicos con gran lipofilia, puedan
atravesar las membranas independiente de transportadores y acumularse dentro de la
mitocondria en funcién a una mayor diferencia de AWYm, determinado por la Ley de Nernst
[80]. Esta ley predice que estos compuestos se acumularan unas 10 veces mas por cada
60 mV de aumento en la diferencia de voltaje del AWm [81]. Es decir, a diferencia de los
tejidos no tumorales, las células de carcinoma acumularian estos compuestos de manera

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

Debido a esto, diversos compuestos de origen natural o sintéticos incorporan
cationes lipofilicos como por ejemplo el catién trifenilfosfonio (TPP*) para llevar
selectivamente compuestos antitumorales a la mitocondria [82-84]. A partir de estudios
anteriores de nuestro grupo de investigacion, se han mostrado que acidos hidroxibenzoicos
naturales unidos a TPP*inducen apoptosis in vitro como in vivo [85-87]. Dentro de este
grupo de moléculas, se encuentra el acido gentisico o acido 2,5-dihidrobenzoico, unido a
TPP*(GA-TPP*Cyo) [86, 88]. Este compuesto es un polifenol que se encuentra cominmente
en una serie de productos de origen vegetal [89], es un derivado del acido acetilsalicilico
[90] y actualmente se han comprobado sus diversos efectos farmacoldgicos, tales como los

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

GA-TPP*Cio es compuesto mitocondriotrépico capaz de producir una inhibicién
compleja de la bioenergética mitocondrial dependiente del tiempo en modelos celulares de

cancer de mama, la cual esta caracterizada por 1) una fase inicial de captacién mitocondrial
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con un efecto desacoplante de la OXPHOS, 2) inhibicion del complejo | mitocondrial y 3)
una fase tardia de acumulacion mitocondrial con inhibicion mixta de la actividad del
complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa (aKGDHc). Estos eventos producen la detencién
del ciclo celular en fase G1 y muerte celular selectiva de células de cdncer de mama a 24

y 48 horas, respectivamente [88, 93].

A pesar del rol de aKGDHc en la adaptacion metabdlica para mantener la sobrevida
celular [70] y metastasis [65] en osteocarcinomas y cancer de mama, en la actualidad se
desconoce su participacion en la sobrevida y proliferacion de células de CP, durante la
estabilizacion de HIF1-a. Por lo tanto, tomando ventaja de nuestras observaciones previas
que identifican a GA-TPP*C1o como un inhibidor de aKGDHc [88], este proyecto tiene como
centro el fenotipo metabdlico de células cancerosas de pulmon, explorando la modulacion

farmacologica de aKGDHc en la adaptacion metabdlica, con HIF1-a estabilizado.
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2. Hipotesis
GA-TPP*Cy1o produce disfuncion mitocondrial, disminuyendo formacioén de
colonias, migracion celular y resistencia a quimioterapicos, en condiciones de normoxia
y mimético a hipoxia a través del eje OGDH/AMPK en lineas celulares de cancer de

pulmon.

3. Objetivo General

Caracterizar la disfuncion mitocondrial inducida por GA-TPP*Cyo y su efecto
sobre la formacion de colonias, migracion celular y resistencia a quimioterpicos, en
condiciones de normoxia y mimético a hipoxia, de manera dependiente al eje

OGDH/AMPK en lineas celulares de cancer de pulmon.

4. Objetivos Especificos

1. Caracterizar el efecto de GA-TPP*C1 sobre la bioenergética mitocondrial en células

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

2. Establecer los cambios adaptativos del metabolismo celular dependiente al eje
OGDH/AMPK producidos en respuesta al tratamiento con GA-TPP*Cio, en células

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

3. Evaluar los efectos de la inhibicién mitocondrial producido por GA-TPP*C,o sobre la
formacion de colonias, migracién celular y resistencia a quimioterapicos, en

condiciones de normoxia y mimético a hipoxia.
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5. Materiales y métodos
5.1. Compuesto en estudio

El compuesto conjugado a TPP* utilizado en el presente estudio (ver llustracion 2)
fue sintetizado en el Laboratorio de Productos Bioactivos, Instituto de Quimica de Recursos
Naturales, Universidad de Talca (Dr. Ramiro Araya-Maturana), de acuerdo a lo publicado
en Sandoval-Acufia, 2016 [86]. Se utilizé Dorsomorfina (Tocris Bioscience, Bristol, Reino
Unido) a 1 uM de acuerdo a lo publicado en Kim & Choi, 2010 [94]. Las soluciones fueron

preparadas en dimetil sulféxido (DMSO) (Merck, Darmstadt, Alemania).
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llustracion 2. Estructura quimica de GA-TPP*Cio. Bromuro de ((10-( (2,5-dihidroxibenzoil) oxi) decil)
trifenilfosfonio.

5.2. Cultivos celulares

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

y 5% de CO; en una atmosfera humidificada.

5.3. Anédlisis de la viabilidad celular

Se determino el porcentaje de viabilidad celular a partir del método de doble tincién

de anexina V/yoduro de propidio (AV/PI) siguiendo las instrucciones del fabricante del Kit
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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 GA-TPP*C,o, incubandose el tiempo sefialado
en cada tratamiento. Posteriormente el medio fue colectado, las células tripsinizadas,
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos. Estas fueron posteriormente resuspendidas en
100 pL de buffer 1X de annexin V binding buffer, el cual contiene AV 10uL/100 pL y PI
1uL/1000 pL. Incubandose las células por 15 minutos en oscuridad a 4°C, posteriormente
se centrifugaron y resuspendieron en “annexin V binding buffer”. El analisis fue realizado
mediante citometria de flujo (LSRFortessa BD Biosciences). Las longitudes de onda
empleadas fueron 488g/530em NM para Anexina V-FITC y 488g/575em Nnm para Pl. Los

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

5.4. Andlisis del ciclo celular

Se determind el porcentaje de células en cada fase del del ciclo celular. El contenido
de ADN celular fue analizado mediante citometria de flujo. Las lineas celulares A549 y NCI-
H1975 fueron sembradas en placas de 12 pocillos, (1x10° célula/pocillo), posteriormente
fueron estimuladas con GA-TPP*Cip 20 pM por 48 horas en condiciones de cultivo, en
condiciones normoxicas y miméticas a hipoxia (preestimulo de 24 horas de CoCl,400 pM).
Al finalizar el tratamiento, las células fueron centrifugadas a 1000 x g durante 5 minutos y
lavadas en 1 mL de PBS frio. Luego los pellets celulares fueron resuspendidos en 1 mL de
medio de tincién de yoduro de propidio (PI) (citrato de sodio 4 mM, Triton X-100 0,1%, PI
50 ug/mL y ARNasa 200 pg/mL) e incubados durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. El
andlisis fue realizado mediante citometria de flujo (LSRFortessa BD Biosciences). Las
longitudes de onda empleadas fueron 488Ex/575Em nm para PIl. Los datos se expresaron
como el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular. El procesamiento de datos se

realizé a través del software Weasel (version 3.0.2) y FlowJo (version 10.0.7).
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5.5. Respiracion celular y tasa de acidificacion celular en tiempo real

Las lineas celulares A549 y NCI-H1975 (18.000 células/pocillo) fueron sembradas
en placas XFe96 V3-PS y mantenidas por 24 horas a 37°C y 5% CO;, incubadas en medio
con glucosa y glutamina, sin piruvato. Para emular la condicidn hipdxica se preestimularon
las células con CoCl, 400 uM por 24 h. Posteriormente, una hora antes del ensayo, el medio
es reemplazado por medio de ensayo (DMEM no tamponado sin rojo fenol, con glutamina
4mM y glucosa 10 mM, pH=7,4). La funcion mitocondrial fue evaluada usando GA-TPP*Co
a 10y 20 uM, oligomicina 1 uM, FCCP 50 nM y rotenona 1 pM/antimicina A 1 uM. Para el
andlisis de la capacidad glicolitica, el medio de cultivo fue reemplazado por medio de
ensayo (DMEM no tamponado sin rojo fenol, con glutamina 4mM, sin glucosa, pH = 7,4).
La glicdlisis fue evaluada adicionando GA-TPP*Ci0 20 uM con o sin un preestimulo con
dorsomorfina a 1 pM, glucosa 10mM, oligomicina 1 pM, y 2-deoxyglucosa (2-DG). Las
mediciones de la tasa de consumo de oxigeno (OCR, del inglés oxygen consumption rate)
y la tasa de acidificacion extracelular (ECAR, del inglés extracellular acidification rate)
fueron registradas mediante el analisis de la excitacion y emision de las longitudes de onda
532/650 nm para el O, y 470/530 nm para protones. Cada experimento se realiz6 por

triplicado.

5.6. Determinacién de los niveles de ATP intracelular

Se sembraron 1x10* células/pocillo de las lineas celulares A549 y NCI-H1975 en
placas de 96 pocillos. Estas fueron incubadas en medio de cultivo estandar por 24 horas a
37°C y 5% de CO.. Ambas lineas celulares fueron preestimuladas con 400 uM de CoCl,

durante 24 horas. Posteriormente, fueron tratadas por 4 horas con 20 pM de GA-TPP*Cjo.

La medicion se realizo6 siguiendo las especificaciones indicadas por el fabricante del

kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega, Madison, WI, EE. UU.), con
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las siguientes modificaciones. Se retir6 50 uL de medio y la medicion se realizé con 50 pL
del kit. El contenido total fue transferido a una placa opaca y medido en un

espectrofluorimetro lector de placas Varioskan ® (Thermo Scientific).

Con el fin de determinar cémo la caida de ATP estd mediada por la enzima sensora
de ATP, AMPK, se realiz6 la medicion repitiendo las mismas condiciones anteriormente
sefaladas i) en un medio sin glucosa y con 10 mM de galactosa y 2) previo al tratamiento
con GA-TPP*Cj se estimulé con 1 uM de dorsomorfina, un inhibidor de AMPK, durante 1
hora.

5.7. Determinacion de potencial de transmembrana mitocondrial y los niveles de
ROS mitocondrial

Se utilizé el indicador fluorescente tetrametil rodamina metil éster (TMRM, Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) en modo non-quenching. Para esto se sembraron 1x10° células
A549 y NCI-H1975 por pocillo, en placas de 12 pocillos. Posteriormente, las células fueron
lavadas con PBS estéril para eliminar trazas de compuesto y estimuladas con TMRM 5 nM
por 30 minutos. Luego, el exceso de fluoréforo fue lavado y las células fueron resuspendidas
en 200 pL de PBS para ser analizados mediante citometria de flujo FACS (FACSAria®lll,

BD Biosciences) 540gx/595em nm.

Los niveles de ROS (superdxido) intracelular fueron determinados usando el
indicador fluorescente dihidroetidio (DHE, Sigma Aldrich). Fueron sembradas 5x10* células
A549 y NCI-H1975 por pocillo, en placas de 12 pocillos. Al dia siguiente, las células fueron
estimuladas con GA-TPP*C1 a 20 uM durante 24 horas. La condicion mimética hipoxica se
estimulé 24 horas previas con CoCl, 400 uM. Se us6 como control, el vehiculo DMSO, y
como control positivo antimicina 1 yM, la cual fue agregada al mismo tiempo que el indicador

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

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

5.8. Western blotting

La cuantificacion de la variacion de los niveles de proteinas con cada tratamiento
fue realizada mediante la técnica de western blot. Brevemente, se sembraron 5x10° células
A549 y NCI-H1975 en placas Petri de 60 mm siendo mantenidas por 24 horas a 37°C y 5%
de CO.. Luego, las células fueron estimuladas con los distintos tratamientos sefialados en
cada experimento. Finalizados los tratamientos, las células fueron lavadas con PBS y
lisadas con RIPA (ensayo de radioinmunoprecipitacion) (Tris—CI [50 mM], NaCl [150 mM],
dodecil sulfato de sodio [SDS; 0.1%]) mas el cocktail de inhibidores de proteasas y
fosfatasas (IPP) (CellSignalling, Danvers, MA, EE.UU.). A excepcion de las muestras en las
cuales se debia detectar HIF1-qa, las cuales fueron preparadas con un buffer de lisis SDS
0.1% mas el IPP. Posteriormente, el lisado fue centrifugado a 3000 g a 4°C durante 15
minutos, el sobrenadante recolectado y se cuantific6 su concentracion de proteinas de
acuerdo al kit Pierce™ BCA (Thermo Scientific, Waltham,MA, USA). Luego, una muestra de
50 ug de proteinas fue separada a través de un gel de electroforesis de SDS-poliacrilamida
al 8 0 12,5% (SDS-PAGE), siendo posteriormente transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Millipore, Billerica, MA). La membrana fue bloqueada a temperatura ambiente
durante 1 hora con leche sin grasa al 5% en tampo6n Tris al 0.1% de Tween-20 (TBST), y
luego incubada con los anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C. Luego de ser
lavadas con TBST, las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario conjugado
a peroxidasa de rabanito (HRP) por 2 horas. Finalmente, las membranas fueron expuestas
al reactivo quimioluminiscente Luminata forte western hrp substrate (Millipore) y reveladas

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

Bethesda, MD, EE. UU.).

Listado de anticuerpos usados para Western blot:
HIF1-a (D2U3T) CellSignalling, #14179, 1:1000; OGDH (E1W8H) CellSignalling, #26865,
1:1000 ;Phospho-AMPKa (Thr172) (D79.5E), CellSignalling, #4188, 1:1000; AMPKa
CellSignalling, #2532, 1:1000; PCNA (D3H8P) CellSignalling, #13110 1:1000, B-Actin
(D6A8) CellSignalling, #8457, 1:1000; Total OXPHOS, Abcam, AB110413, 1:500; VDAC1,
Santa Cruz Biotechnology, (B-6), SC-390996 1:500; goat anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz
Biotechnology, SC-2004, 1:5000; goat anti-mouse IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology,

SC-2005.

5.9. Determinacion de actividad enzimatica de aKGDHc

Para medir la actividad enzimética se uso el kit aKGDH Activity Assay Colorimetric
Kit (K678, BioVision, Milpitas, CA, EE. UU.). Para ello, se sembraron 1x10° células A549 y
NCI-H1975 en placas de 6 pocillos, al dia siguiente se estimularon con CoCl; a 400 puM.
Luego se estimulé con GA-TPP*Cy a 20 uM por 24 horas. Posteriormente las células fueron
tripsinizadas y centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, el pellet fue resuspendido en 100
ML de aKGDH assay buffer y se dejo por 10 minutos en hielo. Posteriormente se
centrifugaron a 10.000 g por 5 minutos. Del sobrenadante se extrajeron 48 pL los cuales se
pasaron a placas de 96 pocillos en el que se adicioné el mix de reacciéon (aKGDH Assay
Buffer, developer y substrate). Luego se midi6 la absorbancia durante 1 hora a 450 nm en

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

5.10. Migracion celular

La migracion celular se evalu6 utilizando una camara Boyden (Transwell Costar, 6,5

mm de diametro, tamafio de poro de 8 um) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Brevemente, los lados inferiores de los insertos fueron revestidos con fibronectina (2 pg/mL,
durante la noche a 4°C) y fueron resuspendidas 10.000 células A549 y NCI-H1975 en medio
sin suero en la parte superior del inserto de la camara, las cuales fueron incubadas a 37°C
durante 2 horas. Previamente, las células fueron tratadas durante 24 horas con GA-TPP*Cyo
a 20 uM y en conjunto al tratamiento con CoCI2 a 400 uM. Ademas, se realizaron diversos
preestimulos con el inhibidor de AMPK dorsomorfina (1 uM), dimetil-a-cetoglutarato (dm-
aKG) 5 mM o metil-succinato (5 mM). A las 2 horas, los insertos fueron removidos, lavados
y el lado inferior se tifié con solucion de tincién acuosa de cristal violeta 0,25%, metanol
20%, por 30 minutos. Posteriormente, 4 campos por inserto fueron fotografiados al azar, y
las células fueron contabilizadas utilizando el software imageJ 1.47v (NIH, Bethesda, MD,

EE. UU.).

5.11. Ensayo de formacion de colonias

500 células de la linea A549 y NCI-H1975 fueron sembradas en placas de 6 pocillos
a una concentracion de 500 células/pocillo, e incubadas por 24 horas a 37°C y 5% de CO..
Luego, fueron preestimuladas con 400 uM de CoCl; durante 24 horas. Posteriormente, las
células fueron tratadas con 20 uM de GA-TPP*Cy, por 6 horas. Concluido esto, se lavl con
PBS, se renovo el medio de incubacion por uno libre de compuestos, a excepcion de las
condiciones con CoCl,, y ambas lineas celulares fueron incubadas por 7 dias. Las colonias
fueron tefiidas con una solucion de cristal violeta al 0,5% en metanol por 30 minutos. El
namero de colonias fue calculado usando el software ImageJ 1.47v (NIH, Bethesda, MD,

EE. UU.).

5.12. Anélisis estadistico

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

experimentos independientes. La comparacién entre los distintos grupos experimentales
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versus el control se realiz6 mediante andlisis 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.

6. Resultados

Previamente demostramos que los decilhidroxibenzoatos reducen la proliferacion
celular en diferentes lineas celulares de cancer de mama, oral y colorrectal, presentando

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

Con el objetivo de caracterizar la disfuncion mitocondrial inducida por GA-TPP*Cjo
en condiciones miméticas a hipoxia en las lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén,

se realizaron los siguientes experimentos:

6.1. Caracterizacién de los parametros mitocondriales de las lineas celulares de

adenocarcinoma de pulmoén.

A pesar de gue las lineas celulares A549 y NCI-H1975 son clasificadas como lineas
adenocarcinoma de pulmén, ambas presentan diferentes tipos de mutaciones. La linea
celular NCI-H1975 posee mutaciones en los genes EGFR, CDKN2A, PIK3CA y TP53 [95],
mientras que la linea celular A549 tiene mutaciones en los genes CDKN2A, KRAS y LKB1
[96], ¥ no presenta mutaciones en los genes EGFR, PIK3CA, TP53 [97]. Si bien existen
antecedentes sobre parametros mitocondriales de la linea celular A549 [98], hasta la fecha
se desconocen estos parametros en las células NCI-H1975. A su vez, se desconoce Si
estas mutaciones generan cambios en su fenotipo metabdlico, en comparacion a las células

A549.

Por esto se caracterizaron diversos parametros mitocondriales en ambas lineas

celulares. Se observé que tanto las células NCI-H1975 como A549 no presentan diferencias
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significativas en la razon ECAR/OCR (Fig. 1A). Sin embargo, A549 presenta una mayor
eficiencia de acoplamiento (Fig. 1B) y potencial de membrana mitocondrial (Fig. 1C),
comparado con NCI-H1975. Por ultimo, se caracterizaron los niveles proteicos de los
complejos I, 1ll, V de la cadena respiratoria para ambas lineas (Fig. 1D) y no hubo

diferencias significativas.

En conclusion, los datos presentados sugieren que ambas lineas tumorales tienen
similar contribucion de la respiracién y glicélisis en su metabolismo. Sin embargo, A549
tiene un mayor potencial de membrana y eficiencia de acoplamiento. A su vez, estas

diferencias radicarian en los tipos de mutaciones que ambas lineas celulares poseen.
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Figura 1. Caracterizacién de los parametros mitocondriales de las lineas celulares de adenocarcinoma
de pulmoén, A549 y NCI-H1975. A. Razén entre la tasa de acidificacion extracelular (ECAR) y la tasa de
consumo de oxigeno (OCR). B. Eficiencia de acoplamiento. C. Potencial de membrana mitocondrial en
respuesta al desacoplante FCCP, a través del indicador fluorescente TMRM en non-quenching mode,
expresado en unidades de arbitrarias de fluorescencia (UAF). D. Nivel de la subunidad succinato
deshidrogenasa (SDHB) (Complejo Il), complejo ubiquinol-citocromo ¢ reductasa (UQCRC2) (Complejo IIl) y
subunidad a de la ATP sintasa F1 (ATP5A) (Complejo V), de la cadena transportadora de electrones, mediante
Western blot. Los valores son expresados como promedio + SD, N = 3, *p < 0,05; **** p < 0,001, n.s. no
significativo, con respecto al control.
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6.2. GA-TPP*Cioproduce la disminucién de la actividad del complejo a-cetoglutarato
deshidrogenasa (aKGDHc) y la degradacion via proteosomal de la subunidad E1

OGDH, en condiciones miméticas a hipoxia.

CoCl, impide la degradacion del HIF1-a en condiciones normaoxicas, a través de la
inhibicion de las prolil-hidroxilasas (PHD) [99]. Lo anterior promueve la estabilizacion de
HIF1l-a y la consiguiente activacion de la transcripcion de genes blanco de un
microambiente tumoral hipoxico [20]. Previamente fue descrito que GA-TPP+Cyo inhibe la
actividad del aKGDHc, afectando el metabolismo mitocondrial en modelos de cancer de
mama [88]. Sin embargo, todavia se desconoce el mecanismo por el cual induce esta

inhibicién y si éste es dependiente o no de la estabilizacion de HIF1-a.

En el presente estudio se evalud el efecto de GA-TPP*Ciy sobre los niveles
proteicos de HIF1-a y de la subunidad E1 del aKGDHc, OGDH, en condiciones norméxicas
y miméticas a hipoxia. Se observé que los niveles de HIF1-a se estabilizaron con el
tratamiento de CoCl; a 400 uM por 24 h. GA-TPP*Ciodisminuye los niveles de HIF1-a a 10
y 20 uM por 24 h, en ambas lineas celulares (Fig. 2A-B). De igual forma, los niveles de
OGDH aumentaron significativamente con el mimético de hipoxia en la linea celular A549.
El tratamiento con GA-TPP*Cyotambién disminuy6 de manera significativa el nivel de OGDH
tanto en normoxia como con el mimético de hipoxia. Sin embargo, solo es significativo en

las células A549 (Fig. 2A).
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Figura 2. Los niveles proteicos de la subunidad E1 OGDH del aKGDHc aumentan con la estabilizacion
de HIF1-a por CoCI2 y GA-TPP*Cio disminuye sus niveles tanto en normoxia como en la condicion de
mimético de hipoxia. Se estimularon tanto A. A549 como B. NCI-H1975, durante 24 horas con GA-TPP*Cio0 a
20 pM, en conjunto con CoCI2 a 400 pM. Luego se evaluaron los niveles de la subunidad E1 OGDH y HIF1-a
mediante Western blot. Se utiliza $-actina como control de carga. Los valores son expresados como promedio
+ SD, N =4, *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,005, **** p < 0,001, n.s. = no significativo, con respecto al control.

Adicionalmente, debido a la disminucién observada en los niveles proteicos de HIF1-
a y OGDH inducida por GA-TPP*Cy9, se determiné si dicha disminucién se debia a una

degradacion mediante la via proteosomal.

Para ello se utilizé un preestimulo con el inhibidor del proteosoma MG-132, a 10 uM
durante 1 hora. Se observé que GA-TPP*Cypa 20 uM por 24 h produce la disminucién de
HIF1-a en condiciones miméticas a hipoxia, la cual se ve revertida con el preestimulo con
MG-132. A su vez, la disminucion de OGDH producida por GA-TPP*Cao, tanto en normoxia

como con el mimético a hipoxia, se ve revertida con el inhibidor del proteosoma. Por
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consiguiente, podemos indicar que GA-TPP*Cyoinduce la degradacién via proteosomal de

ambas proteinas (Fig. 3).
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Figura 3. GA-TPP*Cwo induce la degradacion via proteosomal de HIF1-a y OGDH, en condiciones
normaéxicas y miméticas a hipoxia. La linea celular A549 fue incubada por 24 h con GA-TPP*Ci0 a 20 pM, en
conjunto con CoCl2 a 400 uM. En ciertas condiciones se preestimulé con MG-132, un inhibidor del proteosoma,
durante 1 h. Luego se evaluaron los niveles de HIF1-a y la subunidad E1 OGDH, mediante Western blot. Se
utiliza B-actina como control de carga. Los valores son expresados como promedio + SD, N = 4, *p < 0,05; **p
< 0,01, con respecto al control.

Se ha demostrado que GA-TPP*Cyo logra disminuir los niveles de la subunidad E1
OGDH del aKGDHc en la condicibn mimética a hipoxia (Fig. 2). A su vez, estudios
anteriores describieron su efecto inhibitorio sobre el aKGDHc en un modelo de cancer de
mama y pulmoén en normoxia [88]. Por esto se estudid el efecto de GA-TPP*Cyo en la

actividad del aKGDHc en la condicién de mimética a hipoxia.
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Luego de una exposicion de 24 horas de GA-TPP*Cyoa 20 uM, se determin6 que
este compuesto produce una disminucién de la actividad del aKGDHc, en la condicién
mimética a hipoxia (Fig. 4).
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Figura 4. GA-TPP*Cio produce una disminucién de la actividad del akKkGDHc, en la condicién mimético a
hipoxia. Ambas lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén, A549 y NCI-H1975, fueron incubadas por 24
h a 20 uM de GA-TPP*Ciyo, posterior a ello se midid su actividad enzimética. Los valores son expresados como
promedio + SD, N = 3 en duplicado. *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,005, **** p < 0,001, n.s. = no significativo, con
respecto al control.

En conjunto, los datos presentados sugieren que GA-TPP*Cyinduce la degradacion
via proteosomal de HIF1-a y OGDH. Por consiguiente, la degradacién de la subunidad E1
OGDH produce la disminucion de la actividad de aKGDHc, en la condicion mimética a

hipoxia.

6.3. GA-TPP*Cy produce disfuncion mitocondrial en lineas celulares de

adenocarcinoma de pulmdn, en la condicién mimética a hipoxia.

Estudios previos determinaron que GA-TPP*Cyo produce disfuncion mitocondrial,
por inhibicién de la OXPHOS vy actividad del aKGDHc, desencadenando la muerte de
células cancerosas de mama [88]. A pesar de lo anterior, el efecto de GA-TPP*Cyo sobre el
metabolismo en la condicibn mimética a hipoxia en células cancerosas de pulmon,

permanece sin ser estudiado.
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Luego de una exposicion de 24 horas de GA-TPP*Cippa 10 y 20 uM se evalud el
efecto de este compuesto sobre la bioenergética mitocondrial, determinando la tasa de
consumo de oxigeno (OCR) y los niveles del potencial de membrana mitocondrial y de
especies reactivas de oxigeno, en la condicion mimética a hipoxia. Se observé que GA-
TPP*Cyo disminuye significativamente la OCR, tanto en hormoxia como con el mimético de
hipoxia, en ambas lineas celulares (Fig. 5A). A su vez, en la condicibn mimética a hipoxia,
el tratamiento con GA-TPP*Cypa 20 uM por 24 h disminuye significativamente el potencial
de membrana mitocondrial (Fig. 5B) y aumentan los niveles de especies reactivas de

oxigeno (Fig. 5C), en comparacion al basal.

En conclusion, GA-TPP*Cio genera disfuncién mitocondrial, disminuyendo la
respiracion mitocondrial tanto en normoxia como con el mimético de hipoxia, en ambas
lineas celulares. A su vez, en la condicién con el mimético de hipoxia, GA-TPP*Cio
disminuye significativamente el potencial de membrana mitocondrial y aumentan los niveles

de especies reactivas de oxigeno.
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6.4. GA-TPP*Cy induce adaptacién metabdlica dependiente de AMPK en células

cancerosas de pulmén en condiciones de normoxia'y mimético a hipoxia.

Los resultados anteriores indican que GA-TPP*Cy genera disfuncion mitocondrial,
disminuyendo la respiracion mitocondrial y el potencial de membrana mitocondrial (Fig. 5).
Por ende, se evalué si este compuesto pudiese afectar otros pardmetros bioenergéticos en
las células tumorales, tales como los niveles de ATP intracelular y la eficiencia de
acoplamiento (medida de la capacidad de sintesis de ATP acoplada a la respiracion

mitocondrial).

Como se aprecia en la Figura 6A, luego del estimulo por 4 horas con GA-TPP*Cyo
a 20 pM, este compuesto genera una disminucién de los niveles de ATP intracelular en
ambas lineas celulares. Sin embargo, esta disminucién es significativa solo en la linea
celular A549 y en la condicibn normodxica. A su vez, GA-TPP*Ci disminuye
significativamente la eficiencia de acoplamiento, tanto en normoxia como con el mimético

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

Debido a que la disminucién de los niveles de ATP intracelular no fue pronunciada,
en comparacion a la drastica caida en el OCR (Fig. 5A) y en la eficiencia de acoplamiento
(Fig. 6C), se propuso que GA-TPP*Cjo podria inducir un remodelamiento metabdlico hacia
la glicdlisis para mantener los niveles de ATP adecuados para promover la sobrevida
celular. Este aumento de la glicélisis bajo una inhibicion del metabolismo mitocondrial,

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

Por esto, se evaluaron los niveles de ATP intracelular, esta vez con un tratamiento
previo utilizando dorsomorfina, un inhibidor de AMPK. Se observo una disminucion
significativa de los niveles de ATP intracelular en la linea A549. Sin embargo, solo fue
significativa en la condicion mimética a hipoxia (Fig. 6A-B). Consistente con lo anterior, se

evaluaron los niveles de ATP intracelular en un medio sin glucosa y suplementado con
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galactosa, en el cual no hay produccion neta de ATP mediante la glicolisis. Por lo tanto, las
células cancerosas dependen estrictamente de la fosforilacién oxidativa. En esta condicion,
el tratamiento de GA-TPP*Ciodisminuye drasticamente los niveles de ATP intracelular (Fig.
6D). En conclusion, esto sugiere que GA-TPP*Ci induce cambios adaptativos del

metabolismo energético en ambas lineas celulares.

Finalmente, para comprobar si GA-TPP*Cy, produce un remodelamiento metabdlico
desde la OXPHOS hacia la glicdlisis, se evalud la tasa de acidificacion extracelular (ECAR)
como una medida de la operacion de la glicdlisis. Se observé que GA-TPP*Cyoinduce un
aumento de la tasa glicolitica (Fig. 6E-G) en ambas lineas celulares, en normoxia y
mimético a hipoxia. A su vez, para determinar si el remodelamiento metabdlico hacia la
glicdlisis es dependiente de AMPK, se evalu6 el ECAR posterior a un pretratamiento con
dorsomorfina, el inhibidor de AMPK. Se observé que dorsomorfina revirtié el aumento de la

tasa glicolitica producido por GA-TPP*Cy (Fig. 6E-G).

El efecto de GA-TPP*Cio sobre los niveles de fosforilacion de AMPK fueron
evaluados mediante western blot, junto al tratamiento previo con dorsomorfina (inhibidor de
AMPK). En forma consistente a lo evaluado en la figura anterior, se observd que GA-
TPP*Cy0 aumenta la fosforilacion de la subunidad a de AMPK (treonina 172, fosforilacion
activante de la quinasa), la cual se ve prevenida a su vez con tratamiento de dorsomorfina,
en ambas lineas celulares, en normoxia (Fig. 7A-B). En dltima instancia, se observé que la
combinacioén con el inhibidor de AMPK disminuye significativamente la viabilidad en la linea

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

En conjunto, estos resultados confirman que GA-TPP'Ciy, genera un
remodelamiento metabdlico desde la OXPHOS hacia la glicélisis, a través de la sefializacion
de AMPK y utilizando como sustrato la glucosa, para mantener las necesidades energéticas

y con ello la sobrevida celular.
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al control.
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Anteriormente se determind que GA-TPP*Cyo induce la disminucion de los niveles
de la subunidad E1 OGDH (Fig. 2) y genera una activacion de AMPK (Fig. 7A-B). Por esto,

se evalud la participacion de esta quinasa en los cambios de OGDH.

Como se aprecia en la Figura 8, la inhibicibn de AMPK con dorsomorfina, en
conjunto al tratamiento con GA-TPP*Cio, aumenta los niveles de proteina de la subunidad
E1 OGDH en ambas lineas celulares. Sin embargo, solo es significativa en normoxia (Fig.
8A-B). En conclusion, la degradacion via proteosomal de OGDH inducida por GA-TPP*Cip
es dependiente de AMPK, en ambas celulares de adenocarcinoma de pulmén en condicion

normoxica.
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Figura 8. AMPK participa en los cambios del nivel de la subunidad E1 OGDH del aKGDHc inducidos por
GA-TPP*Cio, en condiciones de normoxia'y mimético a hipoxia en células A549. Western blot de OGDH a
24 horas de estimulacién con GA-TPP*Cioa 20 uM, en conjunto con CoClz a 400 uM y dorsomorfina 1 uM, en
las lineas celulares A. A549 y B. NCI-H1975. Se utiliza B-actina como control de carga. Los valores son
expresados como promedio + SD, N =3. *p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,005, n.s. = no significativo, con respecto
al control.

Dada esta disminucion en los niveles de la subunidad E1 OGDH del aKGDHc
mediada por AMPK (Fig. 8), y la disminucion de la OCR (Fig.5A), se evaluaron los niveles
de la proteina de la membrana mitocondrial externa, VDAC, y proteinas de la membrana

mitocondrial interna, los complejos de la CTE (I, I, lll y V).
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Se observé que GA-TPP*Cyoinduce un aumento de VDAC tanto en normoxia como
con el mimético de hipoxia, en ambas lineas celulares (Fig. 9). Por su parte, GA-TPP*Cao
induce un aumento significativo de los complejos de la CTE, tanto en normoxia como con
el mimético de hipoxia, en la linea A549 (Fig. 10A), excepto del complejo |. Esta tendencia
también puede observarse en algunos complejos en la linea celular NCI-H1975 (Fig. 10B).
Sin embargo, solamente es estadisticamente significativa en el complejo Ill. A su vez, se
observo que, en la linea celular A549 en condicion normoxica, el aumento de las proteinas

mitocondriales de membrana es dependiente de la actividad de AMPK (Fig. 11).
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Figura 9. Los niveles de VDAC aumentan con el tratamiento de GA-TPP*C10 en normoxia. Western blot de
VDAC a 24 horas de estimulacién con GA-TPP*Cioa 20 uM, en conjunto con CoClz a 400 pyM, en las lineas
células A549 y NCI-H1975. Se utiliza B-actina como control de carga. Los valores son expresados como
promedio + SD, N =3. *p < 0,05; **p < 0,01, n.s. = no significativo, con respecto al control.
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Figura 10. Los complejos de la OXPHOS aumentan con el tratamiento de GA-TPP*Cio, tanto en
condiciones de normoxia como de mimético a hipoxia en la linea celular A549. Nivel de la subunidad
NADH deshidrogenasa (NDUFB8) (Complejo 1), subunidad succinato deshidrogenasa (SDHB) (Complejo 1),
complejo ubiquinol-citocromo ¢ reductasa (UQCRC2) (Complejo Ill) y subunidad a de la ATP sintasa F1 (ATP5A)
(Complejo V), de la cadena transportadora de electrones, fueron medidos por Western blot a 24 horas de
estimulacion con GA-TPP*Cioa 20 puM, en conjunto con CoClz a 400 uM, en las lineas células A. A549 y B. NClI-
H1975. Se utiliza B-actina como control de carga. Los valores son expresados como promedio + SD, N = 4. *p
<0,05; **p =0,01; ***p < 0,005, **** p < 0,001 con respecto al control.
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Figura 11. El aumento de las proteinas mitocondriales de membrana es dependiente a AMPK, en lalinea
A549. Western blot del complejo V, complejo Il y VDAC a 24 horas de estimulacién con GA-TPP*Cioa 20 pM.
Se utiliza B-actina como control de carga. Los valores son expresados como promedio + SD, N =3 (para los
complejos Vy lIl) y N =1 (para VDAC). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,005, n.s. = no significativo, con respecto
al control.

Dado el aumento en el nivel del complejo Il de la cadena transportadora de
electrones (CTE), se evalué si este aumento participa en la sobrevida celular. Este
fendmeno podria estar mediado a través del restablecimiento del flujo de electrones en la
CTE mediante la lanzadera de la glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa mitocondrial (GPDHm),

la cual entrega electrones a la ubiquinona y de ella al complejo 111 [101].

A través de la combinacion de GA-TPP*Cio a 20 uM, junto al inhibidor del complejo
[l antimicina A 0,25 uM (concentracion no letal), se observd una disminucién parcial pero

significativa de la viabilidad de las células A549 a las 48 h (Fig. 12).
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Figura 12. La inhibicion del complejo Il de la cadena transportadora de electrones disminuyé la
viabilidad en conjunto con el tratamiento de GA-TPP*Cio, en la linea celular A549. Viabilidad celular a
través del andlisis FACS utilizando anexina V/P. Se estimul6 durante 48 horas con GA-TPP*Cioa 20 pM, en
conjunto con antimicina a 0,25 pM. Los valores son expresados como promedio + SD, N = 4. **p <0,01; **p <
0,005, **** p < 0,001, con respecto al control.

En conjunto, estos resultados sugieren que la disfuncién mitocondrial producida por
GA-TPP*Cjiodesencadena adaptaciones metabdlicas, tales como el aumento de los niveles
del complejo Il para restablecer el flujo de electrones en la CTE, lo cual esta parcialmente

involucrado en la mantencién de la sobrevida celular.

6.5. GA-TPP*Cyo inhibe la formaciéon de colonias, migracidon celular y resistencia a

quimioterépicos, en condiciones de normoxia y mimético a hipoxia.

Dada la inhibicién de la bioenergética celular por GA-TPP*Ci, se evalud si ésta
impacta en parametros de malignidad de las células de adenocarcinoma, tales como la
formacion de colonias, migracion celular y resistencia a quimioterapicos tradicionales, en

condiciones de normoxia y mimético a hipoxia.

Recientemente se ha demostrado que un microambiente tumoral hipéxico promueve
procesos metastasicos, entre ellos la capacidad de resistir al anoikis (muerte celular
programada producida tras la pérdida de contacto de la célula con la matriz extracelular

[102]) y asi poder formar tumores secundarios alejados del tumor de origen [102].

39



Por esto se evalué el efecto de GA-TPP*C;o sobre la formacion de colonias tanto en
normoxia como en condicidn mimética a hipoxia. La condicién basal con el mimético a
hipoxia aumenté la formacién de colonias. A su vez, el tratamiento con GA-TPP*C4o a 20
UM por 6 h inhibi6 la formacién de colonias de manera significativa, tanto en normoxia como

con el mimético a hipoxia, en ambas lineas celulares (Fig. 13).
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Figura 13. GA-TPP*Cio inhibe la formacion de colonias en normoxia'y mimético a hipoxia. Se evalud la
capacidad de formacién de colonias en las lineas celulares A. A549 y B. NCI-H1975, luego de un estimulo de 6
horas con GA-TPP*Ci0a 20 pM, en conjunto con CoClz a 400 uM. Los valores son expresados como promedio
+ SD, N=4. **p < 0,01; ***p < 0,005, **** p < 0,001, n.s. = no significativo, con respecto al control.

El antigeno nuclear celular en proliferacién o PCNA, a menudo denominado "anillo
maestro del genoma", es una proteina con forma de anillo que rodea la cadena de ADN y
actla como un andamio para favorecer la sintesis de ADN y regular los procesos de
replicacién y reparacion [103], motivo por el cual es indispensable en los procesos
oncogénicos de crecimiento, proliferacion y supervivencia de las células cancerosas [104].
Ademas, esta proteina se ve sobreexpresada en diversas lineas celulares no pequefas de

pulmén [105].
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Considerando lo anterior, se evalud el efecto de GA-TPP*Cy, sobre los niveles de
PCNA, en ambas lineas celulares de cancer de pulmén. En la condicion basal con el
mimético de hipoxia, aumentan los niveles de PCNA en ambas lineas celulares. Sin
embargo, es solo significativa en la linea A549. Ademas, el tratamiento con GA-TPP*Cyo
induce una disminucidn en los niveles de esta proteina en normoxia y mimético de hipoxia,

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

A su vez, para evaluar si la activacion de AMPK inducida por GA-TPP*C participa
en la disminucién observada de PCNA, se preestimulé con dorsomorfina. Se observé el
rescate de la condicién normal en el tratamiento con GA-TPP*Cyo y dorsomorfina, en ambas
lineas celulares. Sin embargo, solo es significativa en la condicion norméxica (Fig. 14A-B).
Ademas, se observé que GA-TPP*C;o genera una detencién del ciclo celular en fase G1,

en ambas lineas celulares (Fig. 14C).

En conjunto, estos resultados sugieren que GA-TPP*Cy tiene un efecto
antiproliferativo mediado por la detencién del ciclo celular y disminucién de los niveles de

PCNA, a través de la activacion de AMPK en normoxia.
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Figura 14. GA-TPP*Cio disminuye los niveles de PCNA, a través de la activacion de AMPK, en normoxia.
Western blot de PCNA a 24 horas de estimulacion con GA-TPP*Cioa 20 uM, en conjunto con CoClz a 400 uM
y dorsomorfina 1 uM en las lineas celulares A. A549 y B. NCI-H1975. Se utiliza $-actina como control de carga.
C. Efecto de GA-TPP*Cuo en el ciclo celular después de 48 horas en A549 y NCI-H1975, medido a través de
citdbmetro de flujo. Los valores son expresados como promedio + SD, N = 4. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,005,
**** n < 0,001, n.s. = no significativo, con respecto al control. C. significancia medida en relacion al control en
fase G1.
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La migracion de las células cancerosas es un paso esencial en el proceso
metastasico [106], estableciéndose una relacion directa entre la estabilizacion de HIF1-a 'y
el aumento de la migracion en otros modelos tumorales [107]. Ademas, se ha reportado
anteriormente que la activacion de AMPK inhibe la migracion celular, atenuando la
formacion de lamelipodios, a través de la fosforilacion de Pdlim5 en la Serina 177, la cual

suprime la via de sefializacién de Racl-complejo Arp2/3 [108].

Por esto se determiné el efecto de GA-TPP*Cio en la migracién celular, en la
condicion mimética a hipoxia. Se observé que la condicion basal de mimético a hipoxia
aumenta la migracion, la cual es disminuida con el tratamiento de GA-TPP*C,, en ambas

lineas celulares (Fig. 15A-B).
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Figura 15. GA-TPP*Cio inhibe la migracion de las lineas celulares de cancer de pulmdn, en condicion
mimética a hipoxia. Las lineas celulares A. A549 y B. NCI-H1975 fueron estimuladas durante 24 horas con
GA-TPP*Ci0a 20 uM, en conjunto con CoCl2 a 400 pM. Posteriormente, se colocaron en una camara Transwell
para evaluar su migracion. Los valores son expresados como promedio = SD, N = 4. ***p < 0,005, **** p < 0,001
con respecto al control.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los cuales indican la activacion de AMPK
inducida por GA-TPP*Cy (Fig. 7), se evalud si la inhibicibn de la migracion celular

observada previamente podia verse afectada por la inhibiciébn de esta quinasa. Por otra
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parte, dada la inhibicion del aKGDHc inducida por GA-TPP*Cio (Fig. 4), se evaluo si la
inhibicion de la migracion celular observada previamente se debe a la acumulacion de su

sustrato, aKG, el cual podria a su vez inducir la fosforilacion de AMPK.

Para ello se trat6 previamente con dorsomorfina (1 uM) y luego con GA-TPP*C, (20
UM) por 24 h. La inhibicion de AMPK por dorsomorfina no afectd la inhibicion de la migracion
ya generada por GA-TPP*Cy en la linea A549, ni en normoxia ni con el mimético de hipoxia

(Fig. 16A-B).

Por otro lado, se tratdé previamente con dm-aKG (5 mM) y luego con GA-TPP*Cio
(20 pM) por 24 h. La adicion de aKG exdgeno no aument6 la inhibicion de la migracién
generada por GA-TPP*Cy en la linea A549, ni en normoxia ni con el mimético de hipoxia

(Fig. 16C-D).

Adicionalmente, se afiadié metil-succinato al medio celular, el precursor permeable
de succinato, para determinar si la incorporacion de este sustrato que alimenta tanto el ciclo
TCA como la OXPHOS, podria revertir el efecto de GA-TPP*C1o sobre la migracién celular.
Se observd que metil-succinato revierte la inhibicion de la migracion inducida por GA-
TPP*Cyo en las células A549. Sin embargo, solo es significativo en la condicion mimética a

hipoxia (Fig. 16E-F).

En conjunto con estos resultados, podemos sefialar que la disfuncion mitocondrial
inducida por GA-TPP*Cyo inhibe la migracion celular, de manera independiente a la
activacion de AMPK. A su vez, mediante la adicion de sustrato metil-succinato, las células
A549 pudieron mantener un ciclo TCA y una respiracion mitocondrial funcional, para

sustentar la migracion celular.
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Figura 16. Lainhibicion de lamigracion celularinducida por GA-TPP*Cio, tanto en condicion de normoxia
y mimético a hipoxia, es independiente de AMPK y de la adicién de aKG exdégeno. La linea celular A549
fue estimulada durante 24 horas con GA-TPP*Ci0a 20 uM, en conjunto con CoClz a 400 uM y (A-B) dorsomorfina
1 pM, (C-D) dimetil-a-cetoglutarato (dm-aKG) 5 mM o metil-succinato (5 mM) (E-F). Posteriormente, se
colocaron en una cdmara Transwell para evaluar su migracion. Los valores son expresados como promedio +

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

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

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

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

un microambiente tumoral hipéxico, tienen estabilizado el factor de transcripcion inducible

por hipoxia o HIF1-a [110].
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Por esto se evalud si GA-TPP*Cyo podia vencer la resistencia a quimioterapicos
generada en esta condicién mimético a hipoxia. Se observé que en la condicién mimética
a hipoxia aumenta significativamente la viabilidad frente al tratamiento con doxorrubicina 50
nM por 48 h en comparacion al tratamiento usado en normoxia. Consistente con la literatura,
esto sugiere una mayor resistencia a estimulos de muerte por quimioterapicos en condicién
hipoxica [111]. A la vez, cuando se administra doxorrubicina con GA-TPP*Cyo en conjunto,

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

En conclusién, estos datos sugieren que GA-TPP*Cio vence la resistencia a

doxorrubicina generada en condiciones miméticas a hipoxia.
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Figura 17. GA-TPP*Cio vence la resistencia a quimioterapicos generada en condiciones de mimético a
hipoxia. La linea celular A549 fue estimulada durante 48 horas con GA-TPP*Cioa 20 pM, en conjunto con
CoClz a 400 uM y doxorrubicina 50 nM; luego se evaluo la viabilidad celular mediante andlisis FACS, a través
de AV/PI. Los valores son expresados como promedio + SD, N = 3. ***p < 0,005, **** p < 0,001, con respecto al
control.
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7. Discusion

aKGDHc es uno de los complejos enzimaticos mas sensibles a los cambios del
microambiente tumoral y es crucial en la adaptacion metabdlica de células tumorales. Sin
embargo, todavia se desconocen los mecanismos que estan involucrados en este
fendbmeno y como la adaptacion metabdlica dependiente de OGDH permite la sobrevida de
las células cancerosas en hipoxia. Actualmente, considerando la escasa disponibilidad de
inhibidores especificos para el aKGDHc, resulta fundamental la busqueda de nuevas

moléculas que inhiban de manera selectiva este complejo enzimatico.

Previamente fue descrito que GA-TPP+Cio inhibe la actividad del aKGDHc,
afectando el metabolismo mitocondrial en modelos de cancer de mama [88]. Sin embargo,
todavia se desconoce el mecanismo por el cual induce esta inhibicién y si éste es

dependiente o no de la estabilizacién de HIF1-a.

En este trabajo se describe el mecanismo por el cual se produce la inhibicién de la
actividad del aKGDHc (Fig. 4). Se observé que GA-TPP+C;o disminuye los niveles de
OGDH mediante la degradacion proteosomal independiente de la presencia de HIF1-a (Fig.
2-3), lo cual disminuye la actividad del aKGDHc anteriormente reportada [88]. Para todos
los inhibidores conocidos de OGDH, este es el primer reporte de una degradacion inducida

por un compuesto.

En conjunto a la inhibicibn del aKGDHc producida por GA-TPP+Ci, se
desencadena una disfunciébn mitocondrial caracterizada por una despolarizacion de la
membrana mitocondrial, la disminucion de la respiracion mitocondrial, el aumento de ROS
(Fig. 5), el cambio metabdlico desde la OXPHOS hacia la glicélisis dependiente de AMPK
(Fig. 6) y el aumento de las proteinas de la membrana externa e interna mitocondrial (VDAC

y complejos de la CTE, respectivamente) (Fig. 9-10), de los cuales se demostro que tanto
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el aumento observado de los complejos 11l y V, como el de VDAC, son dependientes de

AMPK (Fig. 11).

Estos resultados, junto a la evidencia entregada por Fuentes-Retamal et al., 2020
[88] en modelos celulares de cancer de mama, sugieren un aumento de la biogénesis
mitocondrial, la cual busca apoyar la demanda energética de las células cancerosas bajo
un estrés metabdlico [28]. El principal regulador del metabolismo mitocondrial es PGCla,
un factor de regulacion co-transcripcional que induce la sintesis y ensamblaje de diferentes
componentes del CTE a través de la activacion de una serie de factores de transcripcion
(tales como los factores respiratorios nucleares 1 y 2, NRF-1 y NRF-2, que a su vez
promueven la expresion del factor de transcripcion mitocondrial A, TFAM [30]) y de vias de
sefalizacion de supervivencia del eje mMTOR/AMPK [112]. Décadas de investigacion han
determinado que este fendmeno determina finalmente el efecto terapéutico de varios
compuestos quimioterapicos cuyo blanco esté relacionado con inducir disfunciéon en la
OXPHOS [18, 113]. Por otra parte, la heterogeneidad metabdlica que subyace en diferentes
poblaciones de células cancerosas en un mismo tumor contribuye a una baja eficacia del
tratamiento [114] y la adquisicién de resistencia a farmacos antitumorales [115]. Por
consiguiente, el estudio de las respuestas adaptativas del metabolismo de las células
cancerosas debe abordarse para si identificar nuevos blancos que puedan superar la

plasticidad metabdlica tumoral.

Los fendbmenos anteriormente descritos forman parte de un mecanismo de
adaptacion ante el estrés metabdlico inducido por el compuesto. El remodelamiento
metabdlico hacia la glicolisis no solo mantiene los niveles de ATP intracelular, sino que
también entrega precursores que permiten el funcionamiento de la cadena transportadora
de electrones, a través de la lanzadera glicerol-3-fosfato deshidrogenasa hacia el complejo

[11 [101]. A través del bloqueo del complejo 11l con Antimicina A, se puede sugerir que esta
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via podria estar contribuyendo a mantener una respiracion parcialmente funcional (Fig. 12).
Sin embargo, faltan experimentos que puedan determinar con certeza el rol de la glicerol-
3-fosfato deshidrogenasa en el metabolismo mitocondrial bajo inhibicién de la actividad

aKGDHc.

Cabe destacar que existieron marcadas diferencias en ciertos parametros
bioenergéticos entre ambas lineas celulares de adenocarcinoma de pulmoén, como por
ejemplo en los niveles de OGDH (Fig. 2), ATP intracelular (Fig. 6) y de los complejos
OXPHOS (Fig. 10). La linea celular A549 ya habia sido descrita anteriormente por Allen et
al. 2016 [98] como una linea celular con un alto nivel de dependencia la ablacién de OGDH,
el cual contribuye al metabolismo del ciclo TCA y es necesaria para el crecimiento de las
células A549 in vitro e in vivo. No existe un reporte tal para NCI-H1975. Sin embargo, la
diferencia entre ambas lineas celulares radica en las mutaciones que éstas poseen. La linea
celular NCI-H1975 posee mutaciones en los genes EGFR, CDKN2A, PIK3CA y TP53 [95],
mientras que la linea celular A549 tiene mutaciones en los genes CDKN2A, KRAS y LKB1
[96], y no presenta mutaciones en los genes EGFR, PIK3CA, TP53 [97]. La utilizacion de
estas lineas celulares radica en la representacion de la heterogeneidad genética que existe

dentro del adenocarcinoma, el tipo de cancer de pulmén més comun [116].

p53 es la proteina “guardiana del genoma”, que al exportarse al nucleo interactua
con ciertas proteinas vinculadas al control del ciclo celular. A su vez, p53 se exporta a la
mitocondria e interactta con proteinas BH3 de tipo anti y pro-apoptéticas [117]. Actualmente
se conoce que en aquellas lineas celulares que poseen p53 mutada, se pierde el control
del ciclo celular. Sin embargo, la interaccion con la mitocondria perdura, favoreciendo la
liberacion de citocromo c y, por consiguiente, formando el apoptosoma que desencadena
la apoptosis [117]. Sin embargo, la mutacion activante de RAS, KRAS, podria ser definitoria

en términos metabolicos entre las lineas celulares. Esta mutacion genera un
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desacoplamiento entre la glicélisis y la glutamindlisis que vuelve a las lineas celulares con
KRAS, como la linea celular A549, dependientes a la glutamina [118]. Dado que la OGDH
es el cuello de botella donde termina la glutamindlisis, debiese existir cierta dependencia a

esta enzima.

Por otro lado, la proliferacibn descontrolada es una de las caracteristicas
fundamentales de las células cancerosas [3]. En este proceso, la célula cancerosa debe
replicar su material genético [103]. En la fase G1 del ciclo celular aumenta la expresion de
las proteinas involucradas en el proceso de replicaciéon del ADN, a llevarse a cabo en la
fase S [105]. Entre esas proteinas se encuentra PCNA, la cual es esencial en los procesos
de regulacion del ciclo celular y la replicacién del ADN. Como se puede apreciar en este
trabajo, el compuesto GA-TPP*Cyo disminuye los niveles proteicos de PCNA, de manera
dependiente de AMPK (Fig. 14), como lo sefialaron anteriormente Mi et al., 2019 [119]; lo
cual detiene el ciclo celular en G1. Presumiblemente, la detencion del ciclo en G1 se
produce por una disminucién en la inhibicion que genera PCNA sobre p21, el inhibidor de

la quinasa dependiente de ciclina [103].

Por otra parte, la estabilizacion fisiol6gica o mimética de HIF1-a, puede generar
adaptaciones en el flujo de carbonos en el ciclo TCA [38, 39]. En este escenario, cobra
relevancia la carboxilacion reductiva y en especifico la enzima OGDH, la cual es el cuello
de botella tanto de la via oxidativa como reductiva del ciclo TCA, brindando el NADH
necesario para mantener la respiraciéon mitocondrial y sintesis de precursores requeridos
para la proliferacion celular [34]. Por lo tanto, utilizando CoCl,, un inhibidor de PHD, para
estabilizar HIF1-a, se evaluaron los niveles de OGDH, la formacién de colonias, migracion
y resistencia a doxorrubicina en las lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén. Se
observd que todas estas caracteristicas de malignidad se vieron aumentadas con la

estabilizacién de HIF1-a. En forma contraria, el tratamiento con GA-TPP*Cyo disminuyd la
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formacion de colonias (Fig. 13), la migracién celular (Fig. 15), la resistencia a la
doxorrubicina inducida por el mimético de hipoxia (Fig. 17) y la disminucién de los niveles

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

Con respecto a la disminucién de HIF1l-a inducida por el compuesto, estudios
sefalan que la acumulacion del sustrato de la PHD, aKG, ha mostrado aumentar la afinidad
de la PHD por el O, y de esa manera, promover la hidroxilacién y degradaciéon de HIF1-q,
a pesar de encontrarse estabilizado [120]. A su vez, la inhibicion del complejo | mitocondrial,
al igual que una deficiencia en la NNT, ambas llevarian a una acumulacién de NADH y
consecuentemente, a un aumento en aKG, disminuyendo ademas la tasa del ciclo TCA
[121, 122]. Sin embargo, nuestros resultados sefialan que al igual que la OGDH, GA-

TPP*Ciotambién induce la degradacién via proteosomal de HIF1-a (Fig. 3).

Ademas, considerando que en la actualidad se conoce que la hipoxia altera el
metabolismo de la glutamina [58], en esta tesis se observo que en la condicién basal con
HIF1-a estabilizado, habia una tendencia en las células A549 que indicaban una inhibicion
en la actividad enzimética del aKGDHc. Este resultado sugeriria lo anteriormente reportado
por Sun et al., 2014 [58], quienes sefialan que la estabilizacion de HIF1-a mediante hipoxia
fisiologica induce la inhibicion de la actividad enzimatica del aKGDHc, a través de la
ubiquitinacién y protedlisis de la variante de empalme de 48 kDa de la subunidad E1
OGDH2, mediante la activacion de la E3 ubiquitina ligasa, SIAH2. Tomando en
consideracién esto, en nuestro estudio aun queda por establecer si el efecto de GA-
TPP+C10 produce cambios en expresion génica y abundancia proteica de las isoformas de

OGDH.

Por otra parte, a través del tratamiento previo con un precursor permeable de
succinato, metil-succinato, se pudo observar la reversion del efecto inhibitorio en la

migracion celular en la linea A549, en condiciones miméticas a hipoxia (Fig. 16F). El
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complejo succinato deshidrogenasa (SDH) cataliza la oxidacion de succinato a fumarato en
el ciclo TCA y mantiene el transporte de electrones funcional a través de la ubiquinona de
la CTE [123]. A su vez, reportes han destacado el rol de metabolitos como el succinato en
la inhibicion de las prolil hidroxilasas responsables de la degradacién proteosomal de HIF1-
a, y su consecuente acumulacion [124]. Mediante esta adicion al medio celular, las células
A549 en condiciones miméticas a hipoxia pudieron mantener un ciclo TCA y OXPHOS

funcional, que brindaron la energia necesaria para sustentar la migracion celular.

En sintesis, los datos obtenidos en esta tesis sugieren fuertemente que OGDH es
el blanco de GA-TPP*Ci0. A su vez, la activacion de AMPK inducida por el compuesto puede
inducir la degradacion via proteosomal de OGDH, siendo uno de los pasos primarios para

inducir disfuncion mitocondrial, en el cual radica su efecto antitumoral.
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8. Resumen de resultados y conclusion

El compuesto GA-TPP*Cio inhibe el aKGDHc en las lineas celulares de
adenocarcinoma de pulmén con HIF1-a estabilizado. Esta inhibicién es provocada por la
induccién de la degradacion via proteosomal de la subunidad E1 OGDH dependiente de

AMPK.

En conjunto a la inhibicién del aKGDHc producida por GA-TPP+Ci, se
desencadena una disfuncién mitocondrial caracterizada por la alteracién de una serie de
parametros bioenergéticos que provocan el efecto antitumoral citostatico en las lineas
celulares de cancer de pulmoén. Ante este estrés celular, se desencadena un cambio
metabdlico desde la OXPHOS hacia la glicdlisis, dependiente de AMPK. A través de este
mecanismo de adaptacién, las células cancerosas mantienen parcialmente funcional la

respiracién mitocondrial, con el cual apoyan la sobrevida celular (llustracién 3).

Los resultados obtenidos en esta tesis confirman el efecto inhibitorio de GA-TPP*Cyo
sobre la formacion de colonias, migracion celular y resistencia a quimioterdpicos en
condiciones miméticas a hipoxia. En base a lo anterior, es fundamental que el estudio de
este compuesto sobre células cancerosas en un microambiente tumoral hipéxico prosiga
en estudio, con el fin de comprobar su efecto sobre esta poblacion. Ademas de comprobar
su efecto en estudios in vivo, evaluando asi su utilizacibn como un posible tratamiento para

el cancer de pulmaon.

A su vez, que GA-TPP*Cyo sea el primer compuesto en estudio que induzca la
degradacion de OGDH, amerita que pueda seguir siendo estudiado para comprender a

cabalidad esta enzima y el complejo enzimatico del cual forma parte.
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llustracion 3. Mecanismo de accion propuesto para GA-TPP+Cio. El compuesto GA-TPP+Cio inhibe el
aKGDHc, mediante la degradacion proteosomal de OGDH dependiente de AMPK. A su vez, el compuesto
induce la alteracion de una serie de parametros bioenergéticos, tal como la disminucion del OCR, caida de AWYm
y los niveles de ATP intracelular y un aumento de ROS. El estrés metabdlico inducido por el compuesto provoca
la activacion de AMPK, que genera una respuesta adaptativa dependiente de esta quinasa, tal como un aumento
de la via glicolitica y aumento de proteinas mitocondriales de membrana. Ademads, el estrés metabdlico
desencadenado por GA-TPP+Cio disminuye los niveles de PCNA, generando la detencion del ciclo celular en
G1, disminuye los niveles de HIF1-a en la condicion mimética a hipoxia y caracteristicas de malignidad que se
encuentran aumentadas en esta condicion, tales como la formacién de colonias, migraciéon celular y la
resistencia a doxorrubicina.
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